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I.‐ ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.‐ Trasplante de Órganos 
 
 
 
 
1.1.‐ Importancia actual del trasplante: 
 
 
 
En  la segunda mitad del siglo ΧΧ  los trasplantes de órganos han supuesto una auténtica 
revolución  en  el mundo  de  la medicina  y  se  han  convertido  en una  actividad  cotidiana  en  los 
hospitales 1,2. 
El  trasplante  es  uno  de  los  avances más  significativos  de  la  cirugía  moderna,  y  está 
considerado  como  parte  de  la  terapéutica  en  el  estadio  terminal  de  diversas  patologías  que 
afectan  a  la  funcionalidad  de  diversos  órganos.  Esta  opción  de  tratamiento  ha  mejorado 
significativamente  sus  resultados  en  unas  pocas  décadas,  siendo  varios  los  factores  que  han 
contribuido a estas mejoras, entre  los que  se  incluyen, una mayor eficacia de  los  tratamientos 
farmacológicos utilizados para tratar y prevenir el rechazo de órganos, los avances técnicos en la 
cirugía,  los  métodos  de  monitorización  de  pacientes,  la  mejora  en  las  pruebas  de 
histocompatibilidad y en  los procedimientos de obtención de órganos, así  como  la  temprana y 
más precisa detección de rechazo, al igual que una comprensión más integral del sistema inmune. 
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En  el  2007  se  realizaron  aproximadamente  100.000  trasplantes  de  órganos  sólidos  en 
todo el mundo: 68.250 de riñón, 19.850 de hígado, 5179 corazón, 3245 pulmón y 2797 trasplantes 
de páncreas 2. 
En  España,  según  los  datos  de  la  Organización  Nacional  de  Trasplantes  (ONT,  2010), 
dependiente del Ministerio de Sanidad, en 2009 se realizaron 4.028 trasplantes, procedentes de 
1.605 donantes, con máximos históricos en trasplante renal (2.328) y pulmonar (219). 
El trasplante renal de donante vivo se ha incrementado en un 50% y representa ya el 10% 
del total de los riñones trasplantados, de acuerdo con los objetivos de la ONT. Por lo tanto el año 
pasado, nuestro país ha vuelto a  confirmar  su  liderazgo mundial, que viene ejerciendo en este 
campo de forma ininterrumpida, desde hace 18 años 3. 
La tasa de donación se sitúa en 34,3 donantes por millón de población (pmp), similar a la 
de años anteriores, dado el progresivo aumento del censo de población paralelo al del número de 
donantes.  Se  trata  un  año más  de  la mayor  tasa  del mundo.  Con  estos  datos,  España  sigue 
afianzando su liderazgo mundial en materia de donación, ya que supera en 8 puntos la media de 
EEUU (26,3 pmp) y duplica la tasa media de la Unión Europea (18,1 pmp). Estas cifras explican que 
el modelo español de trasplantes se haya convertido en un ejemplo en todo el mundo 3. (Tabla I) 
 
Tabla I.‐ Donaciones y trasplantes en España en los años 2007,2008 y 2009 (ONT, 2009) 
 
  
   
DONACIÓN Y  TRASPLANTE EN ESPAÑA 2007 2008 2009
DONANTES 1.550 1.577 1.605
TRASPLANTES RENALES 2.210 2.229 2.328
TRASPLANTES HEPÁTICOS 1.112 1.108 1.099
TRASPLANTES PULMONARES 185 192 219
TRASPLANTES CARDIACOS 241 292 274
TRASPLANTES PANCREÁTICOS 76 110 97
TRASPLANTES INTESTINALES 5 14 11
TOTAL TRASPLANTES 3.829 3.945 4.028
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1.2.‐ Trasplante renal: 
 
 
 
1.2.1.‐ Patologías que conducen al trasplante renal: 
 
 
La  insuficiencia  renal  es  un  trastorno  parcial  o  completo  de  la  función  renal.  Existe 
incapacidad  para  excretar  los  productos  metabólicos,  iones  y  agua,  y  aparece  un  trastorno 
funcional de todos los órganos y sistemas del organismo. La insuficiencia renal puede ser aguda o 
crónica,  y  ambas  constituyen  los  diagnósticos más  frecuentes  de  la  práctica  nefrológica  en  el 
momento actual. 
 
1.2.1.1.‐Insuficiencia renal aguda (IRA): 
 
La  IRA es un síndrome clínico común, caracterizado por una pérdida rápida y progresiva 
de la función renal (horas a semanas) 4‐8. La tasa de filtración glomerular (TFG) disminuye y como 
consecuencia,  hay  un  incremento  de  la  creatinina  en  el  suero  y  un  fuerte  incremento  de  las 
sustancias nitrogenadas en  la sangre (azotemia) que puede  ir acompañada de oliguria, (volumen 
urinario <400 cc/24h), aunque lo más frecuente en que no se produzca, (alrededor del 60%) 6. 
La etiología es múltiple  y  la morbi‐mortalidad es elevada, aproximadamente el 70% de 
pacientes  que  se  encuentran  en  la  Unidad  de  Cuidados  Intensivos  (UCI)  7.  Su  incidencia  en 
pacientes hospitalizados es aproximadamente un 5% y hasta de un 30% en admisiones a UCI 8. 
Puede aparecer  tras episodios de hipovolemia, hipotensión grave y prolongada o  tras  la 
exposición a un agente nefrotóxico. Las dos causas más comunes de la IRA son la isquemia renal 
prolongada  y  las  lesiones  nefrotóxicas  que  producen  oliguria.  También  puede  deberse  a  otros 
cuadros clínicos como los traumatismos, la sepsis, la administración de sangre de diferente grupo 
y las lesiones musculares graves. 
Según la causa, se distinguen 3 tipos de IRA: 
 IRA  Pre‐renal  (55%  de  los  casos  de  IRA):  Está  considerada  como  una  respuesta 
funcional  de  los  riñones  estructuralmente  normales  a  la  hipoperfusión  renal,  en  la 
cual no hay lesiones ni en la estructura ni en la microestructura renal. 
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 IRA  Post‐renal  (5%  de  los  casos  de  IRA):  Es  una  consecuencia  de  la  obstrucción 
mecánica o funcional del tracto urinario. Puede o no, estar inicialmente acompañada 
por pequeños cambios morfológicos. 
 IRA  Intra‐renal  o  intrínseca  (40%  de  los  casos  de  IRA):  Es  el  resultado  de  daños 
estructurales  en  el  parénquima  de  la  vasculatura  renal,  en  los  glomérulos,  túbulos 
renales e  intersticio en respuesta a daños citotóxicos,  isquémicos o  inflamatorios del 
riñón, con la consiguiente disfunción de las nefronas 9. 
En la IRA prerenal y postrenal la recuperación de la función renal es completa, entre 1 y 2 
días,  si  se  corrige  la  causa  y  se  restablece  la  volemia,  antes  de  que  se  produzcan  cambios 
estructurales. La IRA prerenal representa la forma más común de lesión renal y conduce a la IRA 
intrínseca si no se corrige rápidamente 10. 
La IRA intrarenal está asociada patológicamente a la necrosis tubular aguda (NTA), siendo 
las causas más frecuentes de ésta, la hipoperfusión renal prolongada y los fármacos nefrotóxicos. 
 
Fisiopatología de la IRA 
Cuando disminuye el flujo sanguíneo renal, también  lo hace  la fuerza motriz básica de  la 
filtración.  Además,  los  riñones  dejan  de  recibir  oxígeno  y  otros  nutrientes  vitales  para  el 
metabolismo celular. Como consecuencia de la disminución de la TFG, se acumulan los productos 
residuales  del  organismo  y  por  ello,  el  paciente  experimentará  un  incremento  de  los  niveles 
séricos de creatinina y de nitrógeno ureico en sangre (BUN), lo que recibe el nombre de uremia. 
La  hipoperfusión  renal  es  consecuencia  de  la 
hipovolemia,  disminución  en  el  gasto  cardiaco, 
vasodilatación  sistémica o vasoconstricción  intrarrenal. 
En  todas estas ocasiones  la disminución de  la  volemia 
provoca  caída  de  la  presión  arterial  (<80mm  Hg), 
iniciándose  una  activación  del  sistema  nervioso 
simpático, del sistema  renina angiotensina‐aldosterona 
y liberación de la hormona antidiurética. (Figura 1)                         Figura 1.‐ Fisiopatología de la IRA 
 
En situaciones de hipoperfusión poco  importante en el riñón,  la perfusión glomerular,  la 
presión de ultrafiltrado y la TFG se mantienen estables a través de varios mecanismos: 
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 La autoregulación: Este mecanismo  trata de mantener constante  la presión hidrostática 
glomerular  por medio  de  la  dilatación  de  la  arteriola  aferente  y  la  constricción  de  la 
arteriola eferente consiguiendo mantener el flujo sanguíneo, la presión en el lecho capilar 
glomerular y la TGF. 
La  dilatación  arteriolar  aferente  ocurre  a  través  de  la  respuesta  miogénica, 
retroalimentación túbulo glomerular, y a las prostaglandinas y posiblemente también del 
óxido nítrico (NO). 
La constricción arteriolar eferente ocurre vía angiotensina II  
 Activación  del  sistema  renina‐angiotensina‐aldosterona  11,12:  Este  sistema  estimula  la 
vasoconstricción periférica, que incrementa a su vez la presión de perfusión, estimulando 
la secreción de aldosterona que da lugar a la reabsorción de Na+ y agua y excreción de K+. 
La  reabsorción  de  Na+  y  agua  aumenta  el  volumen  intravascular  total  mejorando  la 
perfusión de los riñones. La reabsorción de Na+ da lugar a un aumento de la osmolaridad 
del plasma, que a su vez estimula la liberación de la hormona antidiurética (ADH), la cual 
favorece la reabsorción de agua en los túbulos distales. (Figura 2) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  2.‐  Mecanismos  de 
compensación  que  mantienen  la 
TFG a pesar de una reducción en la 
presión de perfusión renal. 
 
 
 
 
La excesiva estimulación del sistema nervioso simpático y del sistema renina‐angiotensina 
provoca una mayor vasoconstricción renal que a la larga aboca a daño tubular 12. La interferencia 
iatrogénica con una compensación  renal por  la administración de vasoconstrictores,  inhibidores 
de  la  prostaglandina  sintasa  (AINEs),  o  inhibidores  del  sistema  renina‐angiotensina,  como  los 
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inhibidores de la enzima de conversión de la Angiotensina (ACE) o antagonistas de los receptores 
de angiotensina, puede acelerar la NTA en los individuos con la perfusión renal reducida. 
La vasoconstricción renal grave se ha demostrado en IRA clínicas y experimentales y se ha 
considerado en el pasado como el factor predominante que lo provoca, lo que explica el nombre 
de la nefropatía vasomotora 13. Sin embargo, la reducción en el flujo sanguíneo renal total por sí 
solo no parece ser el responsable de la fuerte reducción de la TFG, ya que el incremento del flujo 
sanguíneo  renal mediante  aumento  de  volumen  o  de  la  administración  de  vasodilatadores  no 
corrige la TFG. 
Las manifestaciones de la IRA, pueden no aparecer hasta una semana después de la lesión 
inicial.  Sin  embargo  cuando  aparecen  lo  hacen  de manera  brusca.  La  patofisiología  de  la  IRA, 
inducido por la I/R renal incluye daño microvascular y tubular, tumefacción celular, muerte celular 
tanto  por  necrosis  como  por  apoptosis,  trastornos  hemodinámicos,  infiltración  de  células 
inflamatorias y se producen cambios en la TFG. Además, la I/R causa una liberación de citocinas y 
factores de crecimiento asociados con la nefropatía crónica que llevan a la rápida activación de la 
respuesta inflamatoria 14. 
 
1.2.1.2.‐ Insuficiencia renal crónica (IRC): 
 
La IRC se desarrolla desde meses hasta años y conduce a una destrucción irreversible del 
tejido  renal  15,  con  la  consiguiente enfermedad  renal progresiva que  conduce a  la  insuficiencia 
renal terminal (IRT) 16. 
Es un problema de salud pública a nivel mundial, siendo una de las principales causas de 
muerte en el mundo  industrializado,  indudablemente vinculado al progresivo envejecimiento de 
la  población  y  a  la  elevada  prevalencia  de  otros  procesos  crónicos  como  la  diabetes mellitus, 
hipertensión y obesidad. 
Además  de  a  la  diabetes,  la  hipertensión,  y  las  enfermedades  obstructivas  de  las  vías 
urinarias (como cálculos, tumores, etc.), la IRA se debe a la complicación de una gran cantidad de 
enfermedades del  riñón,  tales como enfermedades  inflamatorias  renales  (llamadas en conjunto 
glomerulonefritis), nefropatía por  IgA  (enfermedad de Berger), pielonefritis  crónica  y  retención 
urinaria,  y  el uso de medicamentos  tóxicos para  el  riñón  (especialmente medios de  contraste, 
antineoplásicos, AINEs y algunos antibióticos). 
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Como  consecuencia  de  la  destrucción  progresiva  de  las  nefronas,  las  que  permanecen 
intactas  empiezan  a  trabajar  al  máximo  para  adaptarse  al  aumento  de  las  necesidades  de 
filtración de solutos y de esta manera, suplir la función de las nefronas destruidas. Esta respuesta 
de  adaptación provocará que dichas  células  se hipertrofien,  lo que  conlleva una pérdida de  la 
capacidad de las mismas para concentrar la orina de forma adecuada. Uno de los primeros signos 
de la IRC es la isostenuria poliuria, con aumento de la excreción de orina que es casi isotónica con 
el plasma. Más adelante, los túbulos empiezan a perder su capacidad para reabsorber electrolitos, 
seguidamente, como el organismo no puede  librarse de  los productos residuales a través de  los 
riñones,  aparece  la  uremia  clínica  y,  finalmente,  los  desequilibrios  hidroelectrolíticos  del 
organismo empiezan a afectar a otros sistemas corporales. El conjunto de las manifestaciones de 
la IRC se incluye en el término uremia o síndrome urémico. 
La  IRT, es  la última consecuencia de  la  IRC, en  la cual generalmente  se  requiere diálisis 
hasta que se encuentre un donante para un trasplante renal. (Figura 3) 
 
 
Figura 3.‐ Mecanismos de lesión por I/R renal 
 
La  incidencia de  la  IRT, se ha  incrementado  internacionalmente a ritmo constante desde 
1989. Los EEUU tienen  la tasa de  incidencia de IRT más alta, seguida de Japón, el cual tiene una 
prevalencia más alta que EEUU 17,18. 
Según el  informe anual del Registro de Enfermedad Renal Crónica en  tratamiento  renal 
sustitutivo, pacientes en diálisis y/o  trasplante, de 2009,  la  IRC mantiene una  incidencia de 129 
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pacientes por millón de población en ese año y la prevalencia es de 1039 por millón de población. 
En cuanto al número de pacientes en tratamiento sustitutivo, y en comparación con otros países 
europeos y del resto del mundo, España se encuentra en una posición intermedia 19,20. 
Si  se  detecta  la  enfermedad  de manera  temprana,  puede  reducirse  la  velocidad  en  el 
progreso del daño, retrasando la necesidad de iniciar las terapias de reemplazo de la función renal 
y preparando mejor al paciente para cuando sea necesario su  inicio. Las  terapias de  reemplazo 
renal  son  la  diálisis  y  el  trasplante  renal  19.  La  diálisis  se  inicia  cuando  el  paciente  no  puede 
conservar un  estilo de  vida  razonable  con medidas  conservadoras o bien  cuando  estas no  son 
suficientes y la TFG es inferior a 12 ml/min. 
El éxito del trasplante renal es el resultado de muchos años de investigación en medicina 
clínica,  quirúrgica  y  ciencias  básicas.  El  coste  de  un  año  de  la  diálisis  es  similar  al  coste  del 
trasplante renal en el primer año. En  los años sucesivos, el coste del  trasplante renal es sólo el 
20% de  la diálisis. Si  se  le añade al  factor económico  la muy alta  calidad y  “cantidad” de vida, 
queda mucho más que justificado cualquier programa bien estructurado de trasplante renal 21. 
Actualmente  los resultados del trasplante renal de cadáver son muy buenos,  lográndose 
una supervivencia del  injerto de alrededor de 90% al año, del 70‐75% a  los cinco años y del 50‐
60% a  los 10 años.  Las principales  causas de pérdida del  injerto a  largo plazo  son  la  respuesta 
inflamatoria, el rechazo crónico y la muerte del paciente con injerto funcionante en relación con 
problemas  cardiovasculares,  infecciones,  tumores  y hepatopatías.  Los  resultados del  trasplante 
renal de donante vivo son superiores a los de cadáver y se caracterizan por una menor incidencia 
de rechazo agudo y unos resultados superiores en cuanto a supervivencia del injerto que pueden 
ser al año del 98%, a los cinco años del 85% y a los 10 años del 75%. 
 
 
 
1.3.‐ Problemática del trasplante renal 
 
 
 
En  el  trasplante  renal,  es  frecuente  la  presencia  de  un  período  postoperatorio  de 
disfunción  inicial del  injerto. Este hecho puede asociarse, con una peor evolución  funcional del 
riñón  trasplantado  a  medio  y  largo  plazo.  La  presencia  de  la  isquemia  normotérmica  y  la 
conservación en hipotermia así como las lesiones producidas en el momento de la reperfusión del 
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órgano son eventos que pueden condicionar esos trastornos mediante la interacción de factores 
inmunológicos e isquémicos. 
Algunos aspectos técnicos y farmacológicos, así como  la optimización de  las condiciones 
de preservación del órgano pueden aumentar el porcentaje de órganos con función inmediata, lo 
que  tendría  consecuencias  económicas  significativas  (menor  número  de  sesiones 
complementarias  de  diálisis  y  acortamiento  del  ingreso  hospitalario).  Estos  avances  pueden 
mejorar la supervivencia tanto del injerto como del paciente a medio y largo plazo. 
 
 
1.3.1.‐ Preservación 
 
 
El perfeccionamiento de nuevas y mejores técnicas de preservación de órganos ha tenido 
un impacto decisivo en la viabilidad de los órganos y en el éxito del trasplante, lo que permite que 
la supervivencia de  los  injertos en el primer año se mantenga por encima del 90% para riñones, 
hígado, páncreas y corazón. Sin embargo, en  los últimos años, el mantenimiento de  la viabilidad 
de  los  órganos  durante  la  preservación  se  ha  convertido  en  un  verdadero  reto,  ya  que,  como 
consecuencia de  la escasez de donantes,  los  criterios de  inclusión del donante  cadáver  se han 
ampliado de  forma muy  importante. En  la actualidad,  los órganos se obtienen de donantes con 
edad avanzada, con más enfermedades y un mayor número de donantes a corazón parado que 
los obtenidos hace 10 años. La extracción, el almacenamiento y el trasplante de un órgano sólido 
de  un  donante  alteran  significativamente  la  funcionalidad  del  órgano  y  sus  efectos  se 
manifestarán en la capacidad de recuperar su función tras el trasplante. Las diferentes técnicas de 
preservación de órganos sirven para minimizar este daño y mejorar  la función y  la supervivencia 
del injerto. 
El daño de los órganos durante el trasplante ocurre en tres fases: 
 La primera, denominada  fase de  isquemia caliente,  incluye el  tiempo que pasa desde  la 
interrupción de la circulación del órgano donado hasta el momento en que es perfundido 
con la solución hipotérmica de preservación. 
 La segunda fase, llamada fase de isquemia fría, es el período que transcurre desde que el 
órgano es preservado en un estado hipotérmico hasta su implante en el receptor. 22 
 La  tercera  fase,  es  la  fase  de  reperfusión,  cuando  el  injerto  es  revascularizado  con  la 
sangre del receptor. 
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En  la práctica clínica, el tiempo de preservación del riñón a trasplantar en  isquemia fría, 
varía considerablemente. Un periodo prolongado de  isquemia fría tiene como consecuencia una 
alta  incidencia  de  retraso  en  la  función  del  injerto,  que  es  un  factor  negativo  para  su 
supervivencia.  El  tiempo  de  preservación  debería  ser  lo más  corto  posible  y  hay  autores  que 
demuestran que cuando el tiempo de isquemia fría supera las 6 horas, se incrementan los efectos 
clínicos negativos, aumentando hasta un 26% el riesgo de disfunción primaria del injerto 23. 
Debido a ello, existen pocos estudios experimentales sobre trasplante renal en los que los 
tiempos de preservación del órgano sean prolongados 24. 
Durante  la  hipotermia  se  ha  observado  en  los  túbulos  proximales,  tumefacción 
mitocondrial junto con los cambios en su estructura, edema extra e intracelular, y marginación de 
la cromatina. Esto, refleja  la  incapacidad para mantener  la fosforilación oxidativa y el transporte 
de membrana a temperaturas no fisiológicas. Aunque la fosforilación oxidativa esté interrumpida, 
las  reservas  energéticas  se  pierden más  lentamente  en  frío,  de  acuerdo  con  la  regla  de Van´t 
Hoff´s. Con  respecto  a  la  isquemia  caliente  cardíaca,  la pérdida  total del ATP  se ha observado 
después  de  40 minutos  25,  sin  embargo,  esto  no  pasa  dentro  de  los  tiempos  de  isquemia  fría 
clínicamente justificados, aunque si se observa una disminución del 50% del índice de ATP/ADP 25. 
La  hipoxia  es  capaz  de  poner  en marcha  un  importante  número  de  genes  que  se  han 
conservado  desde  hace  millones  de  años  en  la  evolución.  Sin  embargo,  los  procesos  de 
transcripción y traducción están  limitados por  la ausencia de oxígeno, necesaria para responder 
rápidamente a  las demandas energéticas. Aunque hay diversas opiniones sobre  la expresión de 
genes durante la hipotermia, se piensa que el incremento del RNAm se debe a la estabilización del 
RNAm  en  el  frío,  y  no  hay  evidencias  de  que  se  despliegue  la  doble  cadena  de  DNA,  ni  el 
transporte de nucleótidos 26. 
Durante  la preservación hipotérmica se desarrollan  también alteraciones mitocondriales 
relacionadas directamente con el frío: es un estado celular de apoptosis  latente o preapoptosis. 
En el momento de  la reperfusión, esas células pasan a una  fase activa de apoptosis debido a  la 
activación de una cascada de sucesos bioquímicos. Nuevamente  las características del donante, 
del órgano y de la calidad de preservación serán esenciales. Es decir, la isquemia se relaciona con 
destrucción  celular  directa  por  necrosis  y  la  reperfusión  con  pérdida  celular  por  apoptosis.  La 
hipotermia produce  lesiones celulares específicas, que son más  importantes cuanto más tiempo 
tarde el órgano en ser transplantado 27,28. 
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Durante  la  fase  de  isquemia  hipotérmica  en  la mitocondria  celular,  el  frío  inducirá  la 
elevación del Ca++  intracelular,  la aparición de  los RLO en el medio así  como  la  inversión de  la 
relación  BCL‐2/BAX  (proteínas  de  membrana)  en  la  mitocondria.  Estos  cambios  producen  la 
apertura del poro mTP con edema mitocondrial secundario. La alteración de  la membrana de  la 
mitocondria  facilita  la  salida del  citocromo C al medio extramitocondrial. El  citocromo C, en el 
momento de la reperfusión del órgano puede estimular la agregación de determinadas moléculas 
proapoptóticas  con  activación  final  de  la  enzima  pro‐caspasa  3  y  de  la  vía  proteolítica  de  las 
caspasas.  Esto  permitirá  el  desarrollo  de  la  apoptosis.  Ese  edema mitocondrial  pogresivo,  se 
observa durante la fase de hipotermia y constituye la apoptosis celular durante la reperfusión. 
En cuanto a los RLO, [anión superóxido (O2‐), peróxido de hidrógeno (H2O2), peroxinitritos 
(ONOO‐) y el radical hidroxilo (OH‐)], dependiendo del tipo de isquemia se generan distintos tipos 
que juegan un papel diferente en la isquemia caliente y en la isquemia fría 26. 
La  resistencia  de  diferentes  tipos  celulares  a  diferentes  tipos  de  isquemia  es  difícil  de 
valorar,  ya  que  los  cambios morfológicos  capaces  de  verse  con microscopía  se  llevan  a  cabo 
solamente  después  de  períodos  prolongados  de  isquemia,  mientras  los  cambios  son  más 
tempranos  cuando  se  produce  la  reperfusión.  Las  células  endoteliales  cardiacas  son  muy 
resistentes a la isquemia caliente con un 50% de viabilidad después de 12 horas de isquemia 29. El 
mayor daño endotelial solo se desarrolla cuando el tejido es reperfundido después del periodo de 
isquemia. De este modo, el daño por  isquemia caliente en cardiomiocitos afecta a  las funciones 
de  contracción  post‐reperfusión,  fenómeno  que  no  se  produce  durante  la  isquemia  fría 
prolongada 30. 
La  isquemia caliente también produce un  importante daño a  los hepatocitos y reduce el 
número de células de Kupffer viables31. Sin embargo,  la  isquemia  fría seguida de  la  reperfusión 
provoca  cambios  notables  en  las  células  endoteliales  sinusoidales  con  necrosis  temprana  sin 
afectar a  los hepatocitos31. En el riñón, el daño por  isquemia caliente se produce primero en  las 
células  del  túbulo  proximal.  Aunque  toleran  una  exposición  corta  a  la  isquemia  caliente,  los 
cambios  en  el  potencial  trans‐epitelial  y  en  las  uniones  célula‐célula  aparecen muy  pronto  32. 
Algunos órganos pueden  tolerar  isquemias  frías prologadas  y  algunos  isquemia  caliente  sin un 
deterioro  significativo de  la  función.  Sin embargo,  cuando  ambos  factores  se dan en el mismo 
tejido se produce un importante daño con una marcada muerte celular 32. 
El desarrollo de una solución de preservación útil para  la mayoría de órganos donantes, 
tanto para  el  enfriamiento  in  situ  en  el donante  como para  el  almacenamiento  en  frío  tras  la 
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extracción,  ha  sido  posible  tras  integrar  los  principios  básicos  de  la  isquemia  en  hipotermia 
anaeróbica con los principios del metabolismo órgano‐específico 33,34. 
 
 
1.3.1.1.‐ Isquemia hipotérmica anaeróbica 
 
El fundamento de  la preservación de órganos se basa en  la supresión del metabolismo y 
de  las  enzimas  catabólicas mediante  hipotermia  a  4°C.  Se  ha  demostrado  que  la  hipotermia 
enlentece  la  actividad  enzimática  con  disminución  de  los  requerimientos  de  oxígeno  e  incluso 
llega a paralizarla a temperaturas inferiores a los 0°C 34,35. 
La mayoría de las enzimas en los animales homeotérmicos reducen su actividad de 1,5 a 2 
veces por cada 10°C de descenso de la temperatura, pero todavía hay una importante actividad a 
1°C. Por ello, el mantenimiento de unas concentraciones mínimas de ATP es  fundamental para 
controlar la lesión isquémica. Sin embargo, la hipotermia no está exenta de efectos adversos. A su 
capacidad de disminuir la actividad metabólica y, por lo tanto, el consumo de ATP hay que añadir 
que  también afecta a  la actividad de  la enzima Na+/K+ ATPasa,  lo que  favorece  la aparición del 
edema celular 36. 
Los órganos expuestos a la isquemia normotérmica permanecen viables durante períodos 
relativamente cortos, usualmente menos de 1 h. Sin embargo, enfriando el órgano de 37°C hasta 
2‐4°C,  se puede alargar el  tiempo de preservación por un período de 12‐13 h. Este período de 
almacenamiento  puede  alargarse  de  forma  significativa  si,  además,  se  utiliza  una  solución  de 
preservación apropiada 37,38. 
Para  conseguir  la  hipotermia  se  realiza  la  infusión  intravascular  de  líquidos  fríos,  de 
manera  que,  además  de  conseguir  un  enfriamiento  homogéneo  del  órgano,  proporciona  un 
lavado  intravascular con arrastre de elementos  formes,  isoaglutininas y  factores de coagulación 
que  dificultan  la  microcirculación.  Estos  líquidos,  empleados  para  enfriar  el  órgano,  han  ido 
variando su composición con nuevos aditivos para conferir al órgano una protección frente a  los 
efectos de  la  isquemia y  la hipotermia, dando  lugar a  las diferentes soluciones de preservación 
que se utilizan hoy en día. 
De acuerdo con  los mecanismos de  lesión tisular en relación con  la I/R, hay una serie de 
principios  que  deben  cumplir  las  soluciones  de  preservación  para  tratar  de  evitar  dicha  lesión 
(Tabla II) 38: 
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Tabla II.‐ Diferentes funciones de algunos de los componentes de una solución de preservación 39. 
 
  
 
Minimización del edema celular inducido por hipotermia. 
 
Las  células  se  encuentran  rodeadas  por  un  medio  líquido  extracelular  con  una 
concentración alta en Na+ y baja en K+ mientras que el líquido intracelular tiene una concentración 
alta de K+ y baja de Na+. Esta situación  iónica estable se mantiene a  través de  la bomba Na+/K+ 
ATPasa, la cual requiere gran cantidad de la energía en forma de ATP derivada de la fosforilación 
oxidativa.  La preservación  en  condiciones de hipotermia  anaeróbica  suprime  la  actividad de  la 
bomba  de  Na+,  y  disminuye  el  potencial  de  la  membrana  plasmática,  en  consecuencia,  las 
moléculas  de  Na+  y  Cl  entran  en  la  célula  bajo  un  gradiente  de  concentración,  y  al  no  ser 
bombeados al exterior, la célula se edematiza al acumularse agua en su interior arrastrada con el 
Na+. Esta tendencia al edema intracelular puede contrarrestarse añadiendo una concentración de 
310 mmol/L (310 mOs/kg de fuerza osmótica) de sustancias para las que la membrana celular es 
impermeable,  es  decir,  moléculas  de  alto  peso  molecular  que  retienen  el  agua  en  el 
compartimento extracelular. 
Así  pues,  un  componente  clave  en  las  soluciones  de  almacenamiento  en  frío  es  una 
concentración  adecuada  de  sustancias  impermeables  osmóticamente  activas  como  azúcares 
(glucosa, sacarosa, manitol) o lactobionato, rafinosa etc. 
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Prevención de la acidosis celular. 
 
Una  segunda  consideración para  la preservación en  frío es  la prevención de  la acidosis 
intracelular.  La  isquemia,  incluso  en  medio  frío,  estimula  la  glucólisis,  la  gluconeogénesis  y 
también  incrementa  la producción de ácido  láctico y  la concentración de  iones de hidrógeno. La 
acidosis tisular puede dañar las células e induce una inestabilidad lisosomal al activar los enzimas 
lisosomales. La prevención de  la acidosis  intracelular es un requisito  importante para  la correcta 
preservación de órganos. Un efecto tampón efectivo en las soluciones durante el almacenamiento 
o un pH alcalino durante la perfusión, mejoran la viabilidad del órgano. 
Disminuir la entrada de Ca2+ al interior de la célula. 
 
La entrada de Ca2+ es muy dañina ya que activa las fosfolipasas que atacan a la membrana 
celular. Por eso se añaden sustancias bloqueantes de  los canales de Ca2+ como el verapamilo, el 
nifedipino o el diltiazem. 
Prevención de la expansión del espacio intersticial. 
 
La expansión del espacio intersticial sucede durante la perfusión in situ y tras la extracción 
del  injerto.  El  aumento  del  espacio  intersticial  comprime  el  sistema  capilar  y  provoca  una 
deficiente distribución de la solución perfundida en el parénquima. 
Una  solución  ideal  es  aquélla  que  contiene  sustancias  que  incrementen  la  presión 
oncótica, y permita un libre intercambio de los constituyentes del líquido sin expandir el espacio 
intersticial. 
Prevención de las lesiones por los RLO. 
 
La  alta  reactividad  natural  de  estas moléculas  condiciona  que  su  lugar  de  acción  esté 
próximo al  lugar de su formación, provocando entonces  la peroxidación de  los fosfolípidos de  la 
membrana  plasmática,  la  desnaturalización  de  proteínas  estructurales  y  de  enzimas,  y  la 
fragmentación del ADN. 
Por  lo  tanto  se añaden  sustancias antioxidantes  con actividad  “scavenger” que  frena el 
efecto de los RLO. También se pueden añadir enzimas como la catalasa y la superóxido dismutasa 
que activan el catabolismo del peróxido de hidrógeno y del radical superóxido, respectivamente. 
El  glutation  es  reducido  por  la  enzima  glutationperoxidasa  en  el proceso de detoxificación del 
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peróxido  de  hidrógeno. Otras moléculas  de menor  importancia  con  poder  antioxidante  son  el 
piruvato, algunos aminoácidos, proteínas e hidratos de carbono celulares. 
Suministro de sustratos energéticos. 
 
El  ATP  se  degrada  rápidamente  durante  la  hipotermia  y  los  productos  finales  de  su 
degradación  (adenosina,  iosina  e  hipoxantina)  son  permeables  a  la membrana  plasmática.  La 
reperfusión del órgano necesita una regeneración rápida de la actividad de la bomba de Na+ y de 
otros procesos que requieren energía en forma de ATP, por esto, la disponibilidad de precursores 
de ATP es primordial para que la preservación del órgano sea correcta 40. 
 
1.3.1.2.‐ Soluciones de preservación: 
 
Son diversas las soluciones que se utilizan para la preservación de órganos 40, aunque cada 
una de ellas difiere sustancialmente en su composición, sus objetivos son los mismos: prevenir el 
edema celular, retrasar  la destrucción celular y maximizar  la  función del órgano una vez que se 
restablezca la perfusión 41. Las soluciones de preservación multiorgánica que más se utilizan en el 
ámbito clínico en la actualidad son: 
 Solución de Eurocollins: Es una solución de tipo  intracelular,  ligeramente hiperosmótica, 
que  se  caracteriza  por  su  sencillez  y  por  contener  altas  concentraciones  de  potasio, 
fosfato  que  actúa  como  tampón,  y  glucosa  como  agente  osmótico.  Su  uso  mejoró 
enormemente  la preservación de órganos; en el caso de  la preservación  renal, permitía 
una buena conservación de  los  riñones en hipotermia desde 18 a 24h. Esta  solución  se 
utiliza actualmente en la preservación de corazón, hígado y pulmón 42. 
 Solución de la Universidad de Wisconsin: A principios de los años ochenta Belzer diseñó la 
solución de  la Universidad de Wisconsin  (UW) o  solución de Belzer. Esta  solución  tiene 
una composición electrolítica de  tipo  intracelular, omite  la glucosa y, además, contiene 
nuevos impermeabilizantes no metabolizables, como lactobionato y rafinosa. La solución 
también  contiene  fosfato  y  sulfato  como  tampones,  adenosina  como precursor para  la 
resíntesis de ATP, y un coloide estable y efectivo para aportar presión coloidosmótica, el 
hidroxietil‐almidón.  Por  último,  se  añaden  otras  sustancias  con  actividad  antioxidante 
(glutatión,  alopurinol)  y  citoprotectores  (magnesio,  dexametasona  e  insulina).  En  la 
actualidad,  todavía  se  considera que  es  la  solución de preservación de  referencia para 
riñón, hígado, páncreas e intestino delgado 38. 
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 Custodiol o solución HTK: El Custodiol, solución HTK o solución de Bretschneider es una 
solución de preservación que está muy extendida en Europa central para la preservación 
cardíaca, renal, pancreática y hepática. Es una solución de tipo intracelular, prácticamente 
exenta  de  Ca++  y  con  concentraciones  de Na+ muy  bajas.  El  Custodiol  ha mostrado  su 
eficacia  en  la  preservación  cardíaca,  ya  que  permite  prolongar  la  isquemia  fría.  En 
preservación renal y hepática ha mostrado resultados similares cuando se compara con la 
UW.  A  pesar  de  la  ausencia  de  estudios  aleatorizados  y  controlados, muchos  grupos 
utilizan la solución HTK para preservar todos los órganos abdominales 43. 
 Solución  Celsior:  La  solución  Celsior,  diseñada  en  1994,  tiene  una  formulación  de  tipo 
extracelular que combina el efecto de los sustratos metabólicos inertes de la solución de 
Belzer (lactobionato, manitol) y el de actividad tampón de la solución HTK. En los últimos 
años,  ha  mostrado  buenos  resultados  en  preservación  cardíaca,  pulmonar,  hepática, 
pancreática, renal y de intestino delgado. 43. 
El  interés  creciente  sobre  la  importancia  en  la  evolución  de  la  respuesta  inflamatoria 
provocada por la lesión de I/R, tras el trasplante ha estimulado la investigación en el campo de la 
lesión por preservación y el desarrollo de nuevas soluciones de preservación, como la solución de 
la Universidad de Ámsterdam (Polysol), la solución IGL‐1, desarrollada por un grupo de Lyon o la 
solución de la Universidad de Kyoto que se encuentran en fase de investigación clínica 38. 
 
1.3.1.3.‐ Metabolismo órgano específico 
 
Se han observado importantes diferencias en el metabolismo del riñón, hígado y páncreas 
que influyen en su preservación en frío. 
Como  hemos  visto,  se  necesitan  sustancias  impermeabilizantes  para  evitar  el  edema 
celular. La glucosa, el principal impermeabilizante en la solución de Collins, no es efectiva para la 
preservación del hígado ni del páncreas, porque rápidamente difunde hacia el  interior celular de 
estos  órganos.  El manitol,  otro  compuesto  usado  como  impermeabilizante,  es  tan  permeable 
como la glucosa en el hígado. La acidosis celular resultado de la glicólisis anaeróbica, así como el 
control de  la  glicólisis  y  la producción de  ácidos,  son diferentes  en  el  riñón  y  en  el hígado.  El 
hígado  produce mayor  cantidad  de  iones  hidrógeno  que  el  riñón  por  su mayor  contenido  en 
glucógeno y por la mayor permeabilidad de su membrana plasmática a la glucosa. 
En cuanto a  la preservación renal, hay dos métodos aplicables en el ámbito clínico: a)  la 
conservación en frío, que sería efectiva para riñones recuperados de donantes óptimos 44, y b) la 
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máquina de perfusión hipotérmica pulsátil que estaría  indicada para  la preservación de  riñones 
que hayan sufrido daños por isquemia caliente o hipotensión 44. 
En  estudios  recientes,  la máquina  de  perfusión  reduce  la  incidencia,  la  duración  y  la 
severidad de  la disfunción primaria del  injerto tanto y mejora  la función del  injerto después del 
trasplante de órganos de donantes a corazón parado 45. Sin embargo, a pesar de  la evidencia de 
que las técnicas de preservación con máquina de perfusión hipotérmica proporcionan una mayor 
calidad del  injerto y mayores tiempos de preservación,  la técnica estándar actual es  la perfusión 
del  órgano  con  una  solución  de  preservación  y  su  almacenamiento  a  4  °C  durante  el mínimo 
tiempo  necesario  antes  del  trasplante.  Un  argumento  válido  a  favor  de  esta  práctica  es  que 
proporciona  aceptables  resultados  con  un  método  más  simple  y  barato  que  la  máquina  de 
perfusión,  que  requiere  un  instrumental  caro  e  incómodo,  así  como  personal  adicional  para 
hacerlo funcionar 44. 
Las soluciones de preservación más utilizadas para el  riñón son Eurocollins, Wisconsin y 
Custodiol, que obtienen unos tiempos de preservación que oscilan en 18‐30 h 46. 
 
 
1.3.2.‐ Rechazo del injerto 
 
 
El éxito del trasplante de órganos ha mejorado significativamente en unas pocas décadas, 
uno de los factores que ha contribuido decisivamente al éxito de los trasplantes, ha sido la mejora 
de  la  inmunosupresión  con  la  introducción  de  las  terapias  inmunosupresoras  basadas  en  la 
interrupción de  la  IL‐2, por  los  inhibidores  calcineurínicos  (ciclosporina  y  tacrolimus)  47. Pero  a 
pesar de  los  impresionantes avances con  la ciclosporina y  tacrolimus, el  rechazo  (sobre  todo el 
crónico), la infección y la toxicidad de los fármacos obstaculizan el éxito del trasplante. Este hecho 
refleja la inutilidad de los regímenes inmunosupresores actuales para bloquear selectivamente la 
respuesta del aloinjerto mientras permanecen intactas otras defensas del huésped. 
Por  supuesto, el agente  inmunosupresor  ideal,  sería aquel  capaz de  reducir o anular  la 
posibilidad de un  rechazo, pero  sin afectar al  resto de  la  respuesta  inmune. Por desgracia este 
agente inmunosupresor no ha sido descubierto hasta el momento, por lo que es necesario tener 
en cuenta que los pacientes inmunosuprimidos presentan problemas de disminución de defensas 
frente a todo tipo de organismos patógenos y de desarrollo de determinados tipos de tumores. 
En el trasplante renal pueden diferenciarse tres tipos de rechazo 48: 
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 Rechazo  hiperagudo:  El  rechazo  hiperagudo  es  irreversible  y  es  necesario  realizar 
nefrectomía  del  injerto.  El  tejido  trasplantado  es  rechazado  en  cuestión  de minutos  a 
horas debido a que  la vascularización se destruye rápidamente. Los complejos antígeno‐
anticuerpo  activan  el  sistema  del  complemento,  causando  trombosis  masiva  en  los 
capilares,  lo  que  impide  la  vascularización  del  injerto.  Esta  forma  de  rechazo,  es  poco 
frecuente. 
 Rechazo agudo: Es el más característico de las primeras semanas o meses del trasplante. 
Ocurre  en  un  20  40%  de  los  trasplantes  de  cadaveres  con  terapia  inmunosupresora 
habitual. Según  las estructuras  involucradas, existen dos patrones de  rechazo agudo: el 
más común es el túbulo‐intersticial, que en muchas ocasiones es fácil de superar; el otro 
es el vascular, mucho más difícil de tratar.  
 Rechazo crónico: Éste aparece en periodos más tardíos de evolución del trasplante. Hay 
buenas  evidencias  de  que  el  mecanismo  subyacente  en  el  rechazo  crónico  es  la 
histoincompatibilidad, como en el rechazo agudo.  
El  uso  de  medicamentos  inmunosupresores  ha  aumentado  la  supervivencia  de  los 
aloinjertos  en  el primer  año, pero  el  rechazo  crónico no  se puede  evitar  en  la mayoría de  los 
casos. En los receptores de los riñones, el rechazo crónico (llamado nefropatía crónica del injerto) 
se manifiesta como fibrosis y glomerulopatía. 
 
 
1.3.3.‐ Disfunción del injerto: 
 
 
La  nefrona  está  recubierta  por  células  epiteliales  tubulares  polarizadas  que  están 
altamente  especializadas  en  el  control  de  la  excreción  de  agua,  electrolitos,  otros  solutos 
orgánicos, y mantener el equilibrio ácido‐base. Además de su papel en el control del contenido de 
la orina,  las células epiteliales  tubulares polarizadas desempeñan un papel activo en  la defensa 
contra la infección urinaria ascendente. 
La  I/R  severa  puede  causar  necrosis  y  apoptosis  de  las  células  epiteliales  tubulares 
polarizadas. La IRA causada por lesiones isquémicas o tóxicas a menudo se conoce como NTA, un 
término  derivado  de  la  apariencia  histológica  del  riñón.  Aunque  la  necrosis  suele  ser  un 
componente menor  en  la  histología  de  esta  enfermedad,  la  disfunción  renal  profunda  que  se 
produce en NTA es más probable que sea causado por una desorganización celular de las células 
epiteliales  tubulares  polarizadas  subletalmente  dañadas,  cambios  en  el  flujo  sanguíneo  y 
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obstrucción vascular, obstrucción de los túbulos renales por los túbulos desprendidos y detritus, y 
la respuesta inflamatoria a la lesión hipóxica 4. 
El  trasplante  de  riñón  está  inevitablemente  asociado  a  un  período  de  isquemia  y  la 
reperfusión del  riñón  isquémico,  lo que puede causar  lesión celular aguda y disfunción  renal  49. 
Dependiendo de la gravedad de la IRA provocada por el fenómeno de I/R, entre el 20–80% de los 
trasplantes de  riñón de donante de  cadáver, necesita apoyo de diálisis  temporal en  la primera 
semana después del  trasplante; esta condición se conoce como  función renal retardada  50,51. La 
función renal retardada complica el tratamiento de los pacientes después del trasplante de riñón 
con  episodios  de  rechazo  agudo  que  no  pueden  ser  diagnosticados  clínicamente.  Además,  un 
estudio  publicado  recientemente  demuestra  que  la  función  renal  retardada  en  los  riñones  de 
donantes de muerte cerebral, está independientemente asociada con un aumento del 40% en el 
riesgo del fracaso del injerto a largo plazo 51. 
En contraste con la donación tras la muerte cerebral, los riñones de donantes después de 
la parada cardíaca sufren  lesión  isquémica caliente desde que se detiene  la circulación hasta  la 
preservación del órgano. Como resultado, la mayoría de estos riñones experimentan función renal 
retardada y entre un 15‐25% de los riñones de donantes después de la parada cardíaca no tendrá 
recuperación funcional; esto se conoce como disfunción primaria. 
La disfunción primaria después del trasplante de riñón es una complicación grave, ya que 
los  receptores  de  estos  riñones  han  estado  expuestos  a  los  riesgos  de  la  cirugía  y  la 
inmunosupresión  y  pueden  haberse  sensibilizado  con  los  antígenos  del  donante,  limitando  las 
oportunidades del retrasplante 52. 
Los  intentos de reducir  la  incidencia de retraso en  la función del  injerto en el trasplante 
renal, se han centrado principalmente en la mejora de la preservación hipotérmica del órgano, en 
la reducción de los efectos nefrotóxicos de medicamentos inmunosupresores y en la modulación 
del daño por I/R 53. 
Los  resultados  de  supervivencia  del  injerto  a  largo  plazo  49  no  han  experimentado  la 
misma mejoría que  la supervivencia a corto plazo y  las causas de mayor  incidencia en  la pérdida 
del  injerto son  la nefropatía crónica del  injerto y  la muerte del paciente con órgano funcionante 
debida a patología cardiovascular 54,55. 
Recientemente se ha abierto  la puerta a una nueva dimensión sobre  la comprensión del 
daño biológico en lugar del estrictamente inmunológico con respecto a los fenómenos de rechazo 
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crónico del  injerto, que parece reflejar  los resultados de ambos fenómenos: específico antígeno‐
dependiente  y  no  específico  antígeno‐independiente.  Uno  de  esos  factores  antígeno‐
independientes es la lesión por I/R 56. 
La viabilidad del órgano  trasplantado depende de  la  tolerancia del  injerto a  la  isquemia 
fría y al daño por I/R durante  la cirugía. El daño por I/R secundario a  la extracción, almacenaje y 
trasplante  renal, afecta a  la  recuperación del órgano  tras el  trasplante y  se  identifica  como un 
factor antígeno independiente del fallo del injerto. La influencia del daño por I/R sobre la función 
del  injerto  a  largo  plazo,  no  está  completamente  aclarada,  pero  si  se  ha  comprobado  que  los 
injertos expuestos a  I/R  tienen aumentada  su  inmunogenicidad,  favoreciendo de este modo el 
desarrollo de rechazo agudo, que es un factor de riesgo para el IRC 57. 
Además, la I/R causa una liberación de citocinas y factores de crecimiento que llevan a la 
rápida  activación  de  la  respuesta  inflamatoria  58.  El  daño  por  I/R  es  causa  de  los  hallazgos 
histológicos de  la NTA  y de  los  resultados  clínicamente probados del  retraso de  la  función del 
injerto. El daño renal causado por el fenómeno de I/R se manifiesta por una combinación de daño 
glomerular y tubular que conduce a una IRA que se acompaña de altas tasas de mortalidad. 
Otro de  los objetivos de  la modulación biológica de  la  IRA  isquémica o NTA es reducir  la 
incidencia  de  la  función  retardada  del  injerto  y  así  incrementar  sin  incidentes  el  número  de 
trasplantes  renales utilizando órganos que hayan sufrido períodos  largos de  isquemia, como en 
parada cardíaca 59. 
La patofisiología de la disfunción primaria del injerto después de un trasplante de riñón en 
la clínica muestra grandes similitudes con la IRA isquémica en modelos de ratón 50. 
Dada  la  complejidad  de  su  patofisiología  se  sigue  investigando  para  atenuar  la  IRA 
isquémico.  A  pesar  de  los  conocimientos  en  la  patofisiología  del  desarrollo  de  IRA,  los 
mecanismos  celulares  involucrados  son  complejos  y  aun  no  son  comprendidos  totalmente.  Se 
está  investigando mucho en modelos experimentales para reducir  la mortalidad asociada con  la 
IRA, pero  la escasez de opciones  terapéuticas para  los  receptores del  trasplante está en agudo 
contraste  con  el  crecimiento  exponencial de blancos  terapéuticos  identificados  en modelos de 
roedores  de  la  IRA  isquémica  durante  las  últimas  dos  décadas50,  por  lo  que  actualmente  las 
intervenciones terapeúticas aplicables son el trasplante y la diálisis19. 
Tanto en  la  IRA  como en  el  IRC está  involucrada  la  isquemia en el desarrollo del daño 
renal 
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2.‐ Lesión por Isquemia y Reperfusión (I/R) 
 
 
 
 
La lesión por I/R es un fenómeno complejo que contribuye a la morbilidad y la mortalidad 
en  el  trasplante  clínico  de  órganos  sólidos  60.  El  daño mediado  por  el  fenómeno  de  I/R  en  el 
órgano trasplantado es de extraordinaria importancia en la evolución del mismo, siendo en estos 
momentos un  aspecto del máximo  interés  en  la  investigación biomédica del  trasplante.  La  I/R 
renal tiene muchas similitudes con el daño por  I/R que se produce en otros órganos aunque su 
patofisiología difiere con relación a varios aspectos visibles en otros órganos 61‐63. 
Aunque  la  introducción  de  las  soluciones  de  preservación  en  la  práctica  clínica  ha 
reducido  la gravedad de  lesiones  isquémicas,  la  lesión por  I/R todavía sigue siendo un problema 
importante. Durante el proceso de obtención de un órgano  sólido a partir de un donante y  su 
posterior implante en el receptor, existen etapas en las que se producen diferentes lesiones en el 
injerto hasta ahora  inevitables: uno durante  la evidente  isquemia por  falta de  riego  sanguíneo, 
tras  la  extracción  del  órgano  y  durante  su  preservación  previa  al  implante,  e  irónicamente, 
también durante la reperfusión tras el implante en el receptor, cuando la sangre vuelve a circular 
nuevamente por el órgano elevando su temperatura y activando el metabolismo celular y otro de 
la  respuesta  inflamatoria  originada,  por  lo  tanto  estudiaremos  separadamente  lo  que  ocurre 
durante estos períodos bien diferenciados. 
 
 
 
2.1.‐Lesión por isquemia 
 
 
 
El  término  isquemia  (del  griego  isch,  restricción  y haema,  sangre)  indica una  reducción 
relativa o absoluta en el suministro de sangre a un órgano, que se traduce en una disminución o 
anulación del suministro de oxígeno. 
Su  impacto en el parénquima dependerá de su  intensidad, de  la duración, y del  tipo de 
célula  y  sus  necesidades  metabólicas.  La  isquemia  produce  una  alteración  del  metabolismo 
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celular,  desencadenando modificaciones  bioquímicas  y moleculares  complejas,  pero  cada  vez 
mejor  conocidas.  Las  alteraciones  en  el  riñón  pueden  ser  detectadas,  a  los  pocos minutos  de 
iniciarse la isquemia 64. 
La  mayoría  de  los  estudios  señalan  que  el  agotamiento  de  las  reservas  energéticas 
necesarias  para  mantener  los  gradientes  iónicos  y  la  homeostasis  de  la  célula  lleva  a  la 
acumulación de metabolitos tóxicos en su interior que contribuyen a la muerte celular 65. 
 
 
2.1.1.‐ Biología celular y molecular del daño isquémico 
 
 
La isquemia inicial y posterior de privación de oxígeno, cualquiera que sea su causa, hace 
que disminuyan las reservas celulares de ATP, dando lugar a una serie de eventos bioquímicos. 
En  la  célula  hipóxica  se  produce  la  conversión  del  metabolismo  celular  aerobio  en 
anaerobio,  modificándolo  hacia  la  fermentación  láctica  y  eludiendo  el  ciclo  de  Krebs.  En 
consecuencia, la producción anaeróbica de adenosín trifosfato (ATP), molécula energética celular 
esencial, es sensiblemente inferior (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.‐ Cambios metabólicos en 
la lesión isquémica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La síntesis de una molécula de glucosa por  fosforilación oxidativa produce 36 moléculas 
de  ATP  (36  ATP/glucosa).  66  Sin  embargo,  el  metabolismo  anaeróbico  produce  una  cantidad 
mínima de fosfatos de alta energía, insuficiente para las demandas energéticas de la célula 60,67. 
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Enumeramos a continuación  las principales consecuencias de  la pérdida de ATP celular: 
(Figura 5) 
1. Pérdida de la función de las bombas Na+/K+ ATPasas tanto de las membranas plasmáticas 
celulares y microsomales lo que provoca: 
a. Alteraciones en el contenido electrolítico de las células 
b. Hinchazón celular 
c. Incremento de la concentración de Ca+2 libre en el citosol 
d. Acidosis intracelular 
2. Activación de determinadas enzimas 
a. Fosfolipasas 
b. Proteasas 
 
 
 
 
Figura 5.‐ La pérdida energética y la 
disfunción  de  los  sistemas  de 
trasporte  de  la  membrana 
conducen  a,  la  acumulación  de 
fluido y a la tumefacción celular. 
 
 
 
 
 
La isquemia renal da paso a una segunda fase de reperfusión, en la que paradójicamente 
se incrementa el daño celular por: 
3. Generación de RLO 
4. Reversión de la acidosis intracelular 
5. Lesión inducida por los leucocitos 
El  déficit  energético  conduce  a  un  aumento  de  la  glucolisis  con  la  consiguiente 
disminución del  glucógeno  y del pH,  además de una disminución de  la  síntesis proteica;  estos 
hechos  conllevan  la  liberación  de  enzimas  lisosomales  citosólicas,  que  rompen  el  esqueleto 
celular, y de  la fosfolipasa A2, que degrada  los fosfolípidos de membrana, esta fosfolipasa  juega 
un  importante papel en el daño  isquémico. Los ratones knockout de esta enzima  tienen menos 
actividad  de  la mieloperoxidasa  postreperfusión  y menor  liberación  del  ácido  araquidónico  68. 
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Todas estas alteraciones conducen a la producción de cambios nucleares y autodigestión proteica. 
(Figura 6) 
 
 
 
 
Figura 6.‐ Autodigestión proteica en la 
lesión isquémica. 
 
 
 
 
 
Aunque  no  es  el  factor  más  contribuyente,  el  agotamiento  del  glucógeno  detiene  la 
glucolisis anaeróbica. Sin embargo, es más significativo, que si todavía hay glucógeno pero ya hay 
ausencia de ATP, la fosforilación de la fructosa 6P no se lleva a cabo y la vía de la glucólisis no se 
inicia. 
A los pocos segundos, después de la interrupción del flujo sanguíneo, la célula consume el 
oxígeno  que  hay  en  la  oxihemoglobina,  y  adapta  su  metabolismo  para  hacer  la  glucólisis 
anaeróbica, abastecida por la glucogenólisis, y que mantiene una producción mínima de ATP. Sin 
embargo,  la  demanda  excede  rápidamente  la  producción,  y  disminuye  la  concentración 
intracelular de ATP. La acumulación de lactato y H+ como consecuencia de la glucolisis anaeróbica 
y  la  reducción de  la oxidación de  la NADPH2 por  las mitocondrias acidifica  la  célula  y  también 
inhibe la glucólisis anaeróbica 67. 
La detención de la glucólisis debido a la deficiencia en NAD+ conduce a la inhibición de la 
enzima GADPDH que tiene como resultado  la acumulación de diversos  intermediarios  los cuales 
algunas son partículas osmóticamente activas como la glucosa, glucosa‐6P, glucosa‐1P, α‐glicerol‐
P y productos como el lactato, el NADH, el H+. Esto conduce a un incremento en la osmolaridad en 
el  interior de  la célula  isquémica. La hiperosmolaridad también atrae agua hacia el  interior de  la 
célula a través de la difusión simple por los canales de agua, y los canales de cloruro así como el 
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transportador  de  glucosa,  y  se  cree  que  este mecanismo  puede  ser  también  responsable  del 
edema celular isquémico. 
Las  ATPasas  de membrana  (Na+/K+ATPasa),  actúan  lentamente  durante  la  isquemia  69, 
pero la ausencia de ATP las inhibe. De ese modo se pierde la capacidad de mantener el potencial 
de membrana y la excitabilidad celular para el mantenimiento del gradiente de concentración de 
iones Na+ y K+ dentro y fuera de la célula. Por lo tanto, el Na+ entra en el citoplasma produciendo 
el edema celular. 
Además en situaciones de isquemia los metabolitos salen fuera de la célula, y se acumulan 
en  el  espacio  extracelular  a menos  que  haya  un  balance  entre  la  osmolaridad  intracelular  y 
extracelular y la permeabilidad de la membrana. El fenómeno puede llegar a tener consecuencias 
mayores  cuando  el  espacio  extracelular  es  lavado  con  la  máquina  de  perfusión  para  la 
preservación del órgano, particularmente  si  la osmolaridad de  la  solución de perfusión no está 
incrementada.  El  espacio  extracelular  puede  llegar  a  ser  fácilmente  hipotónico  con  formación 
acelerada  del  edema.  Los  resultados  del  edema  son  la  desorganización  de  las  membranas 
celulares,  no  solamente  de  la  membrana  celular  externa  por  apertura  de  los  canales  que 
contrarrestan el  incremento del volumen, sino también del retículo endoplasmático, aparato de 
Golgi, de las membranas mitocondriales y de los microtúbulos del citoesqueleto, cuyos daños son 
dependientes del tiempo de isquemia 70. 
La pérdida de la coordinación del ciclo metabólico y de la fosforilación lleva a la apertura 
del  poro  de  transición mitocondrial  (mPT).  El mPT  es  un  poro  no  selectivo  en  la membrana 
mitocondrial interna, que es casi impermeable bajo condiciones fisiológicas, pero se abre debido a 
la alta concentración de Ca+2 en el interior de la mitocondria. 
Finalmente  la  reducción del ATP  intracelular  impide  la  regeneración del glutatión, ácido 
ascórbico y tocoferol que llevan a cabo la detoxificación de los metabolitos presentes en el citosol 
y en la membrana sarcoplasmática 71. 
Como ya hemos dicho el déficit de oxígeno junto con el agotamiento de la energía celular, 
conducen a diversas alteraciones bioquímicas, como  la disfunción del  sistema de  transporte de 
membrana y  la activación atípica de los sistemas citoplasmáticos. La ausencia de ATP, disminuye 
la función de las ATPasas, que está implicada en el mantenimiento de las concentraciones iónicas 
dependientes de  los sistemas de transporte  localizados en  las membranas celulares (Na+, K+, H+, 
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Ca+2) produciéndose una despolarización de la membrana y una mayor acumulación de Ca+2 libre 
intracelular  que  proviene  principalmente  de  su  liberación  desde  los  depósitos  intracelulares 
donde  se  halla  secuestrado, mitocondrias  y  retículo  endoplasmático  72,  este  aumento  del  Ca+2 
citosólico además, se ve incrementado por la disminución de la actividad de la Ca+2‐ATPasa, que lo 
vuelve a recaptar hacia el  interior de dichos depósitos. El aumento de la concentración de calcio 
intracelular  [Ca2+]i,  segundo mensajero, provoca  la  activación de diversos  sistemas  enzimáticos 
importantes para la producción de los mediadores de la inflamación 73‐75. (Figura 5) 
La  sobrecarga  de  Ca2+  en  la mitocondria  causa  la  inhibición  temprana  del  complejo  I 
(NADH deshidrogenasa) de  la cadena transportadora de electrones y si  la  isquemia se mantiene 
quedan afectados los complejos III (complejo citocromo bc1) y IV (citocromo C oxidasa). 
El citocromo C pierde sus uniones de  la membrana mitocondrial  interna y penetra en el 
citosol, activando la caspasa‐3 durante la reperfusión. La liberación del citocromo C se lleva a cabo 
a  través del mPT, cuya apertura está  relacionada con  la  tumefacción de  la matriz mitocondrial, 
con la pérdida de las crestas mitocondriales internas y ruptura de la membrana externa. 
La  hipercalcemia  mitocondrial,  secundaria  a  la  hipercalcemia  celular,  induce  edema 
mitocondrial, alteraciones en las estructuras supramoleculares (fosforilación oxidativa) localizadas 
en  la membrana  interna de  la mitocondria y anula su potencial de membrana (ΔΨm). La pérdida 
del  ΔΨm   va acompañada de  la apertura del poro mPT en  la mitocondria y es  irreversible. Este 
amplio canal no específico deja pasar moléculas de un peso molecular de más de 15 kDa hacia la 
matriz mitocondrial  lo cual pone en peligro  la supervivencia de  la mitocondria. La sobrecarga de 
Ca+2 mitocondrial es el mayor desencadenante de la apertura de los poros mPT 76. 
La  inhibición de  los poros mPT,  atenúan  el daño  en  estados  en  los que  se provoca un 
incremento  en  la  concentración  de  Ca+  necesaria  para  la  apertura  del  poro mPT,  tanto  en  el 
precondicionamiento  isquémico,  períodos  cortos  de  isquemia,  en  isquemia  seguida  de 
reperfusión, o por  intervención  farmacológica. La ciclosporina es un potente  inhibidor del poro 
mTP 77. Se ha demostrado, que  los  inhibidores de  los mPT, mejoran  la  lesión  isquémica renal en 
diversos estudios con animales, aunque  los mecanismos que confieren esta protección no están 
claros 72, y podrían incluir una mejoría en la hemodinámica renal, un efecto en la estabilización de 
la membrana  de  las  células  epiteliales  del  túbulo,  y  un  efecto  antagonista  de  la  calmodulina, 
además de la prevención de la sobrecarga de Ca+2 en las células. Los inhibidores de mPT también 
han tenido resultados alentadores en NTA en humanos. La administración de  los  inhibidores de 
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mPT, tanto en los donantes como en los receptores se ha demostrado que reduce la prevalencia 
de IRA tras el trasplante de riñón de cadáver, sin embargo, el efecto beneficioso de los inhibidores 
de mPT  en  esta  situación puede  ser debido  a  su  capacidad de  atenuar  la nefrotoxicidad de  la 
ciclosporina administrada simultáneamente. Por lo tanto, el uso profiláctico de los inhibidores del 
poro mPT antes de un daño renal, como  la  isquemia fría en el trasplante de cadáver, parece ser 
beneficioso. Sin embargo, es poco probable que sea eficaz en la NTA establecida 77. 
En el ámbito de la membrana plasmática, y como consecuencia de las alteraciones de los 
iones Na+, K+ y Ca2+, el potencial de membrana desaparece. Debido a la elevada concentración de 
Cl extracelular y la presencia de elevada concentración proteica intracelular, el Cl penetra dentro 
de  la  célula  con  un  catión  (Na+  y  Ca2+)  arrastrando  agua  y  el  K+  sale  fuera  para mantener  el 
equilibrio iónico con el espacio intersticial. Todo ello conduce al edema celular y a la activación de 
enzimas,  por  el  Ca2+  intracelular,  como  las  fosfolipasas  (producirá  la  lesión  de  las  diferentes 
membranas:  citoplasmática,  mitocondrial,  lisosomal),  proteasas,  ATPasas  (falta  de  ATP)  y 
endonucleasas  (fragmentación  de  cromatina)  por  lo  tanto  se  produce  la  muerte  celular  por 
citolisis 74. 
Dos  importantes  grupos  de  proteasas  se  activan  en  respuesta  al  incremento  del  Ca2+ 
intracelular; las calpainas (cisteínas proteasas dependientes del Ca2+) y las caspasas. Las caspasas 
tienen  sustratos  en  la membrana  plasmática,  lisosomas, mitocondria  y  en  el  núcleo,  y  están 
involucradas en  la ejecución de  la apoptosis y en  la muerte celular. Si se añade un  inhibidor de 
caspasas al medio de preservación se ha demostrado que disminuye el daño hepático durante la 
I/R 78. 
Las  vías  apoptóticas más  importantes  en  el  daño  isquémico  son  la  vía  extrínseca,  que 
requiere de la activación del receptor de la membrana plasmática Fas, con señal de traducción vía 
FADD, y que  tiene como resultado  la activación de  la caspasa 8. La vía  intrínseca requiere de  la 
translocación, de la proteína proapoptótica Bax, a la mitocondria, formándose poros de transición 
en la membrana mitocondrial para la liberación del citocromo C y la activación de la caspasa 9. La 
proteína  proapoptótica  Bax  también  puede  ser  activada  por  las  vías  dependientes  de  p53.  La 
activación de Bax, en células normales, es inhibida por las proteínas antiapoptóticas Bcl2 y Bcl‐xL. 
Ambas caspasas, la 8 y la 9 activan la caspasa‐3, la cual inicia la vía final de la apoptosis 79. (Figura 
7) 
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Figura 7.‐ Esquema de las dos vías principales que conducen a la muerte celular por apoptosis 
 
Al mismo  tiempo,  la  isquemia  conduce  a  una  pérdida  de  fosfolípidos  de  membrana, 
alteraciones  en  el  citoesqueleto  y  a  una  acumulación  de  adenosina  y  sus  productos  de 
degradación,  xantina  e  hipoxantina  y  nucleótidos  de  adenina.  Los  nucleótidos  de  adenina 
difunden  libremente  fuera  de  las  células,  y  su  ausencia  imposibilita  la  resíntesis  del  ATP 
intracelular  durante  la  reperfusión.  Además,  existe  una  rápida  conversión  de  xantina 
deshidrogenasa  en  xantina  oxidasa.  En  consecuencia,  tanto  ésta  como  la  hipoxantina  están 
presentes en exceso. Estas dos enzimas catalizan  las mismas reacciones,  la transformación de  la 
hipoxantina en xantina y xantina en ácido úrico. Pero mientras que la primera utiliza NAD+ como 
un  cofactor,  la  segunda utiliza oxígeno  y  forma  el  anión  superóxido, un RLO que  se producirá 
masivamente durante la reperfusión 80. 
Otra  fuente de RLO es el complejo  III de  la cadena  transportadora de electrones  81. Los 
aniones superóxido pueden ser generados por casi todas  las oxidasas de este complejo. Los RLO 
son  lesivos  para  las membranas  celulares,  incrementándose  aun más  la  entrada  de  Ca+2  en  la 
célula  y  en  las mitocondrias  y  activando  y  promoviendo  liberación  de  un  número  superior  de 
enzimas. (Figura 8) 
Mitocondria
Receptor de muerte
Ligando
FADD
Caspasa-8
Caspasa-8 activada Caspasa-9
Citocromo c
Apaf-1

Fragmentación de ADN
Bax Bcl-2
                                                    Síndrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la 
Isquemia/Reperfusión y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina‐1. 
 
 
Página | 31 
 
Figura 8.‐ La disminución en la concentración del ATP intracelular durante la isquemia afecta 
significativamente al metabolismo, a la homeostasis iónica y a la estructura de las proteínas en la 
célula.NADPH2 (nicotinamida adenina dinucleotido fosfato); Pi (fósforo inorgánico); PTP (poro de transición 
en la permeabilidad mitocondrial), [i] (intracellular ion concentration),Ψm (Potencial de membrana 
sarcoplasmática). (Modificada de 67) 
 
La  ruptura  de  la  membrana  citoplasmática  dañada  es  un  factor  importante  en  la 
patogénesis de  la  lesión  isquémica  irreversible. Si  la  isquemia es  lo suficientemente prolongada 
(más de 24 horas), el daño ocasionado será irreversible (necrosis celular) dependiendo del órgano 
afectado, careciendo de importancia a partir de este momento la fase de reperfusión 65,82. 
Todas las células del tejido isquémico quedan afectadas en mayor o menor medida como 
consecuencia  del  edema.  A  nivel  de  las  células  endoteliales  de  la microcirculación,  durante  la 
reperfusión,  aparece  el  fenómeno  de  "no  reflujo"  83,  caracterizado  por  la  imposibilidad  de  la 
reperfusión  del  órgano  debido  a  la  obstrucción  progresiva  en  la microcirculación  84  debido  al 
hinchamiento del endotelio y a la obstrucción capilar. 
Recientes trabajos utilizando técnicas de microscopía  intravital ha proporcionado nuevas 
revelaciones  sobre el papel  central de  las alteraciones microvasculares  y el daño  tubular en el 
riñón isquémico produciendo disfunción renal 64. Se han propuesto muchos factores para explicar 
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este  fenómeno,  entre  ellos  un  desequilibrio  entre  mediadores  vasodilatadores  y 
vasoconstrictores, congestión endotelial, incremento de la permeabilidad endotelial produciendo 
edema  intersticial  que  comprime  los  capilares  peritubulares,  incremento  de  la  adherencia 
leucocitaria,  y  acumulación  extravascular  de  leucocitos,  fenómenos  que  dan  lugar  a  una 
obstrucción  de  tipo mecánico  al  flujo.  Posteriormente,  durante  la  reperfusión,  puede  también 
exacerbarse este daño isquémico (“reflow paradox”) 85. 
El  daño  isquémico  pasa  a  manifestarse  por  la  rápida  activación  de  una  reacción 
inflamatoria que  involucra a  los RLO,  los  factores endoteliales y  los  leucocitos. Se produce una 
rápida  sobreexpresión  de  moléculas  de  adhesión  celular  (CAMs)  en  la  superficie  endotelial, 
particularmente  selectinas,  que  rompen  el  equilibrio  que  mantiene  la  homeostasis  en  la 
microcirculación  con  la  atracción,  activación,  adherencia  y migración de neutrofilos  circulantes 
que se unen al endotelio vascular, causando la destrucción del tejido local por la descarga de RLO, 
proteasas y otros mediadores de la inflamación entre los que se incluyen factores activadores de 
las plaquetas y leucotrienos. 
Antes de ser un mecanismo de agresión, los neutrófilos son necesarios para la reparación 
del  tejido  inflamado.  Los  neutrófilos  toman  parte  en  la  extracción  de  tejido  necrosado  en  el 
momento de la isquemia 
Tras estos eventos  iniciales,  la cascada de citocinas y CAMs se amplifica;  los  linfocitos y 
macrófagos infiltran al tejido trasplantado y liberan varias citocinas y otros factores. (Figura 9) 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.‐ El daño  isquémico activa 
la reacción inflamatoria 86. 
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Las  alteraciones  ultraestructurales  son  detectadas  en  el  riñón  isquémico  muy 
precozmente (a los pocos minutos de iniciarse la isquemia) observándose una rápida desaparición 
de las microvellosidades apicales. En concreto la gama de lesiones identificadas son (Figura 10): 
a) disfunción endotelial y vasoconstricción renal sostenida; 
b) alteraciones en el citoesqueleto de  las células  tubulares, del volumen celular y de  la 
dirección del transporte transmembrana; 
c) ruptura de  las uniones entre  las células tubulares y de éstas a  la matriz extracelular, 
con la consiguiente pérdida de la permeabilidad de los túbulos; 
d) la organización de material de detritus en el interior y exterior de las células. 82 
 
  
Figura 10.‐ Alteraciones que llevan a cabo la disminución de la tasa de filtración glomerular. 
 
 
2.1.2‐ Alteraciones ultraestructurales en la isquemia renal (Descritas en el apartado de NTA) 
 
 
 Lesión del citoesqueleto de actina 
 Pérdida de polaridad cellular 
 Pérdida de la integridad del borde en cepillo 
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 Alteración  de  la  unión  entre  las  células  tubulares  y  de  estas  a  las membranas  basales 
tubulares 
 Alteracion funcional de las uniones intercelulares 
 Formacion de cilindros intratubulares y obstruccion tubular 
 
En resumen,  la alteración en el citoesqueleto de actina puede jugar un papel  importante 
en la obstrucción del flujo tubular y en la filtración tubular del mismo hacia el espacio intersticial, 
lo que contribuye de manera muy importante a la disminución del filtrado glomerular propio de la 
NTA  
Como ya hemos  comentado en el apartado de  lesión por  isquemia,  la ausencia de ATP 
también activa  las proteasas y fosfatasas,  las cuales con  la reperfusión causan daño oxidativo de 
las  células  tubulares,  similar  al  daño  en  las  células  endoteliales  de  los  capilares  peritubulares, 
especialmente  en  la  médula  externa,  la  cual  está  pobremente  oxigenada  en  condiciones 
normales. 
Este  daño  oxidativo,  junto  con  un  cambio  en  el  balance  de  sustancias  vasoactivas  y 
sustancias vasoconstrictoras tiene como resultado la vasoconstricción, congestión, hipoperfusión 
y expresión de moléculas de adhesión celular (CAMs) 74. 
La expresión de CAMs (Figura 9) inicia la infiltración leucocitaria, aumentada por citocinas 
proinflamatorias  y  quimiocinas  generadas  por  las  células  tubulares  isquémicas.  Esos  leucocitos 
obstruyen la microcirculación y liberan citocinas citotóxicas, RLO y enzimas proteolíticas las cuales 
producen daño en las células tubulares y NTA 74. 
 
 
 
2.2.‐Lesión por reperfusión. 
 
 
 
El restablecimiento del flujo sanguíneo es necesario para rescatar  los tejidos  isquémicos, 
con el  fin de posibilitar  la regeneración de  la energía celular y  la eliminación de  los metabolitos 
tóxicos derivados de la situación de anoxia. 
En  cambio,  la  reperfusión  inicia  una  sucesión  de  acontecimientos  que  de  manera 
paradójica pueden prolongar  la  lesión tisular e  incluso  intensificarla 14,67,74,87. Diferentes estudios 
han puesto de manifiesto que  la reperfusión anóxica de  los tejidos  isquémicos da por resultado 
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poca lesión, pero en cambio, que las reacciones iniciadas durante la reperfusión con oxígeno, van 
a ocasionar alteraciones más graves que las inducidas por la propia isquemia 65. (Figura 10) 
Un  mediador  crucial  de  la  lesión  por  I/R  son  los  RLO  en  particular,  el  peróxido  de 
hidrógeno 88. Los RLO se forman en los tejidos post‐isquémicos por reducción química del oxígeno 
aportado en la reperfusión 89. Una vez producidos, los RLO condicionarían por interacción con las 
membranas del endotelio vascular del  tejido  isquémico, un aumento de concentración de Ca2+, 
que activaría una serie de proteasas no específicas y fosfolipasas (Fosfolipasa A2); la activación de 
estas proteasas conduciría a la liberación de sustancias quimioatrayentes para los leucocitos que, 
entre  otras,  incluyen  los  metabolitos  derivados  de  la  cascada  del  ácido  araquidónico  como 
leucotrienos, tromboxanos y diferentes tipos de prostaglandinas 90,91. (Figura 11) 
 
  
Figura 11.‐ Producción de RLO tras la reperfusión; implicación en la producción de sustancias 
quimiotractantes 
 
Por otro lado, los RLO ocasionarían una peroxidación de los lípidos de la membrana de las 
células con el consecuente aumento de  la permeabilidad de  la membrana celular. Por último  los 
RLO, son capaces de ocasionar directamente alteraciones en los sistemas enzimáticos celulares y 
provocar mutaciones del DNA (Figura 12). Todo esto contribuirá al trastorno en la función celular 
y  a  su  posterior  necrosis,  fenómeno  esencial  que  acompaña  a  la  reperfusión  de  los  tejidos 
isquémicos 92. 
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Figura  12.‐  Mecanismo  de  lesión 
celular de los RLO 
 
 
 
 
 
 
 
 
En  concreto,  los RLO  inducirán en  su acción  sobre el DNA,  la activación de  factores de 
transcripción que incrementarán la producción de óxido nítrico y citocinas (TNF‐) 93 las cuales, a 
su  vez,  aumentarán  la  producción  de más  RLO  perpetuando  e  incrementando  así  el  daño  89. 
(Figura 13) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  13.‐  Mecanismo  de 
retroalimentación  en  la 
producción de RLO. 
 
 
 
 
 
 
 
La activación  y acumulación de  los neutrófilos en el  tejido postisquémico es una  causa 
importante de lesión, siendo ésta proporcional al grado de acumulación. La lesión se ejerce sobre 
la microvasculatura  84  y  consiste  en  incrementos  de  la  permeabilidad  vascular  a  las  proteínas 
plasmáticas; dicho incremento constituye un marcador sensible del daño inducido por la isquemia 
y reperfusión en los tejidos, y en la que los neutrófilos parecen ser mediadores primarios 94. 
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Se  ha  comprobado  cómo  la  actividad  de  la mieloperoxidasa  en  el  tejido  reperfudido, 
marcador de presencia neutrofílica, se intensifica más de 4 veces respecto de la fase de isquemia 
en modelos  experimentales  de  I/R  en  distintos  tejidos,  incluido  el  riñón  95,96.  Por otro  lado,  la 
masiva ausencia de neutrófilos del suero, el bloqueo en  la producción de  los radicales  libres del 
oxígeno o  el uso de  anticuerpos monoclonales dirigidos  contra  la  glucoproteína de membrana 
neutrófilica (CD18) responsable de la adhesión del leucocito al endotelio disminuyen la infiltración 
neutrofílica y con ello la lesión microvascular 67. También se ha demostrado que el uso de L‐NAME 
y de anticuerpos dirigidos  contra el CD‐18, disminuyen  la  lesión.  La producción de RLO parece 
conducir también a la activación del complemento sérico 97. Por fragmentación de la mólecula de 
C5, origina una molécula similar a C5a (C5a‐like) con la subsiguiente generación de anafilotoxinas 
(C3a y C5a) con acción quimiotáctica y capacidad para  incrementar  la permeabilidad vascular y 
favorecer  la adherencia  leucocitaria  98. De hecho,  la  inactivación del complemento disminuye  la 
lesión por reperfusión en los tejidos 99. 
Durante  la  reperfusión,  la  liberación  de  citocinas  por  los  leucocitos  activados, 
especialmente factor de necrosis tumoral  (TNF‐), interleucina‐1 (IL‐1) e interferón‐ (IFN‐), y 
la  liberación  del  factor  activador  de  las  plaquetas  (PAF),  influirán  en  la  lesión  postisquémica 
favoreciendo  la adhesión  leucocito‐endotelio, y multiplicarán el  fenómeno  inflamatorio  iniciado 
86. (Figura 14) 
 
  
Figura 14.‐ Producción y efectos de las citocinas proinflamatorias. 
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El  daño  causado  por  la  secuencia  de  I/R  en  el  tejido  renal  se manifiesta  como  daño 
esencialmente  tubular,  originando  una  IRA  con  incremento  de  la  morbi‐mortalidad  y  está 
correlacionado con la incidencia de rechazo agudo en varias series clínicas. 
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3.‐Necrosis Tubular Aguda (NTA) 
 
 
 
 
La NTA  es  un  síndrome  caracterizado  por  pérdida  de  la  función  renal  y muerte  de  las 
células túbulares del riñón. 
La mayor parte de  los casos de IRA  intrínseca están asociados con NTA, derivado de una 
isquemia  prolongada  o  lesión  tóxica.  Se  utilizan  con  frecuencia  sinónimos  de  NTA,  como  IRA 
isquémica o IRA nefrotóxica. La NTA es la causa más frecuente de IRA intrínseca, representando el 
70% de los casos. Al igual que con otras causas de IRA, las complicaciones asociadas con la NTA a 
menudo  son  mortales.  El  índice  de  mortalidad  de  los  pacientes  hospitalizados  con  NTA  es 
aproximadamente un 50% 
La NTA  se caracteriza clínicamente por  IRA, y  se define como una  rápida  (horas o días) 
disminución de la TFG, que conduce a la retención de los productos de desecho como la urea y la 
creatinina.  Las  diversas  etiologías  de  IRA,  como  ya  hemos  descrito  anteriormente,  se  pueden 
agrupar en tres grandes categorías: prerrenal, renal  intrínseca, y posrenal. De mantenerse estas, 
la  isquemia  continuada  puede  terminar  lesionando  el  parénquima  renal,  conduciendo  a  la 
situación de NTA  isquémica. Por  lo  tanto  la  IRA prerrenal  y  la NTA  isquémica  son parte de un 
mismo espectro de hipoperfusión renal, que en casos extremos puede llegar a la necrosis cortical 
9. 
Siendo la IRA prerenal consecuencia de una hipoperfusión suave o moderada y la NTA de 
una  hipoperfusión  más  prolongada  o  severa.  La  diferencia  fundamental  entre  las  formas 
prerenales y parenquimatosas (cuyo representante más frecuente e importante es la NTA) es que 
debido  al  daño  histológico  que  ocurre  en  la  NTA,  la  insuficiencia  renal  no  se  resuelve 
inmediatamente al restaurar la perfusión renal, lo que sí ocurre en la IRA prerenal, pero cuando el 
daño es particularmente extenso, puede desarrollarse una necrosis cortical renal bilateral y la IRA 
no ser reversible. 
Por  lo  tanto,  las  causas de NTA  son prácticamente  las mismas que  en  la  IRA prerenal, 
variando únicamentela la duración e intensidad de la hipoperfusión. No obstante, con frecuencia 
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estos casos se acompañan de otras causas de daño renal como nefrotoxinas y sepsis, por ejemplo 
cuando ocurre en el medio hospitalario y en especial en la UCI. 
En cuanto a  los productos nefrotóxicos es preciso decir que el  riñón es particularmente 
susceptible a su acción ya que recibe el 25% del volumen cardiaco y concentra las toxinas a altos 
niveles en el intersticio medular por un mecanismo de contracorriente y en las células epiteliales 
renales mediante unos transportadores específicos. Además el potencial nefrotóxico de muchos 
fármacos aumenta en presencia de isquemia renal, sepsis y otras situaciones que provocan daño 
renal. 
En algunos pacientes la administración de agentes de contraste para estudios radiológicos 
induce un  cuadro de  IRA,  típicamente oligúrico,  aunque muchos de ellos no  llegan  a necesitar 
diálisis. El mecanismo de producción del daño renal no es bien conocido y no existe tratamiento 
específico, reduciéndose este a las medidas de soporte y preventivas 4. 
 
 
 
 
3.1.‐ Morfología de la NTA. 
 
 
 
El lugar fundamental de la lesión en la NTA de origen isquémico es el segmento recto del 
túbulo  proximal  (S3),  existiendo  ocasionalmente  lesión  concomitante  en  la  parte  gruesa 
ascendente del asa de Henle (mTAL). 
Pese  al  calificativo  de  “necrosis  tubular  aguda”  la  necrosis  propiamente  dicha  es  poco 
frecuente y a veces  incluso está ausente. El cuadro histológico predominante es  la pérdida focal 
de  células  del  epitelio  tubular  proximal,  con  falta  de  continuidad  del mismo,  exposición  de  la 
membrana basal tubular y pérdida difusa del borde en cepillo de las células tubulares. 
La NTA se caracteriza por  la heterogeneidad en  la respuesta morfológica de  los diversos 
segmentos de la nefrona. Las células que revisten los túbulos del conducto colector dentro de la 
médula interna y de la rama cortical ascendente no se lesiona con frecuencia. Las células del S3 y 
del mTAL muestran cambios acordes con la gravedad de la lesión, la mayoría de las células están 
dañadas con capacidad de recuperarse por completo. 
Los cambios morfológicos característicos de las células del túbulo en la NTA son: 
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3.1.1.‐ Lesión del citoesqueleto de actina. 
 
 
La  integridad del  citoesqueleto de actina es  crucial para  llevar a  cabo  la  función de  las 
células  epiteliales  del  túbulo  renal,  incluyendo  el mantenimiento  de  la  distribución  asimétrica 
(polaridad) de las proteínas de membrana, el mantenimiento de las uniones estrechas (función de 
barrera), la estructura de las microvellosidades, y las interacciones célula‐célula y célula‐sustrato. 
La lesión renal isquémica tiene como resultado, entre otros, la ruptura de los microfilamentos de 
actina, junto con una serie de cambios celulares que  impiden el mantenimiento de  las funciones 
de las células tubulares 100. 
El  agotamiento  de  ATP,  altera  la  ultraestructura  de  la  actina,  los  acúmulos  de  actina 
desaparecen  de  los microvillis  y  del  polo  apical,  redistribuyéndose  hacia  el  citoplasma.  Estos 
cambios parecen  indicar daño  celular  reversible,  ya que  si  se  restituye  el nivel normal de ATP 
antes de que muera  la célula,  se da paso a una normalización en  la distribución de  la actina al 
cabo de 30 minutos, sobreviviendo la célula. Por lo tanto, la redistribución de la actina no es una 
manifestación de muerte celular 101. 
 
 
3.1.2.‐ Perdida de polaridad celular. 
 
 
En  las  células  tubulares  renales,  la  bomba Na+/K+‐ATPasa,  está  restringida  a  la  porción 
basolateral pero, en situación de  isquemia, se redistribuye a  las porciones apicales celulares, en 
donde  conserva  su  función;  lo mismo  ocurre  con  la  distribución  de  esfingomielina,  colesterol, 
fosfatilcolina y fosfatilinositol, se trasladan desde la membrana basolateral a la apical 75,102. 
Estos cambios de polaridad celular explican las alteraciones de reabsorción de Na+, agua y 
otros solutos que ocurren en la NTA, funciones que se restablecen después de la isquemia, de la 
recuperación del nivel celular de ATP y del citoesqueleto de actina, lo que conlleva una reparación 
definitiva de la polaridad celular 103. 
 
 
3.1.3.‐ Pérdida de la integridad del borde en cepillo. 
 
 
De  todo  lo  expuesto  puede  deducirse  que  el  borde  en  cepillo  de  las  células  tubulares 
proximales pierde su estructura y función en condiciones  isquémicas. Además  los fragmentos de 
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epitelios dañados y desprendidos a  la  luz  tubular, pueden obstruir  la misma, al compactarse en 
segmentos tubulares más distales. 
 
 
 
 
3.1.4.‐  Alteración  de  la  unión  entre  las  células  tubulares  y  de  estas  a  las membranas 
basales tubulares. 
 
 
 
La unión  íntima entre  células  tubulares adyacentes y el  sustrato de  la membrana basal 
tubular,  está  normalmente  asegurado  por  las  integrinas1,  proteínas  transmenbrana  con  una 
localización extracelular que unen las células a la membrana basal tubular basolateral. 
Una  vez más  el  daño  isquémico  altera  estos mecanismos  de  unión  y  anclaje  celular, 
produciéndose  el  desprendimiento  de  las  células  tubulares  con  dos  consecuencias 
fundamentales: 
a) Permitir la salida del filtrado glomerular al intersticio renal (back leakage) 104. 
b) Desprendimiento  celular  a  la  luz  tubular,  con  posibilidad  de  obstrucción  tubular más 
distal. 
 
 
 
 
3.1.5.‐ Alteracion funcional de las uniones intercelulares. 
 
 
 
En condiciones normales, las células tubulares adyacentes están unidas firmemente entre 
sí por sus caras  laterales, con  la porción más próxima a  la  luz tubular  impidiendo el paso directo 
del contenido tubular entre las células, aunque los solutos de la luz tubular pueden emplear esta 
vía de paso se crea un gradiente electroquímico y  la sustancia en cuestión es capaz de atravesar 
esta unión intercelular. 
El citoesqueleto de actina  juega un  importante papel en estas uniones. Una vez más  la 
isquemia dañando el citoesqueleto de actina, aumenta la permeabilidad paracelular, aumentando 
el flujo de moléculas. Como hemos dicho antes, estos cambios son reversibles si se aumentan los 
niveles de ATP antes de que la célula muera. 
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3.1.6.‐ Formacion de cilindros intratubulares y obstruccion tubular. 
 
 
Las  células  epiteliales  desprendidas  por  cualquiera  de  los  mecanismos  expuestos, 
muestran una  tendencia a unirse entre sí o a células dañadas que permanecen unidas aún a  la 
pared tubular. La consecuencia de ello es la obstrucción tubular típica de la NTA. Esta adherencia 
intercelular anormal puede estar mediada por  la  integrina1β expresada en  las zonas apicales de 
las células dañadas o por sus receptores presentes en la matriz proteica. Esta interacción requiere 
la  presencia  de  los motivos  arginina‐glicerol‐asparaginasa  (Arg‐Gly‐Asp  o  RGD) motivos  que  se 
encuentran en los receptores de la integrina. En NTA experimental, la administración de péptidos 
cortos  que  contienen  el  motivo  RGD  mejora  significativamente  la  formación  de  cilindros  y 
deterioro funcional, evitando la adhesión entre las células dañadas 105. 
La muerte de  las células del  túbulo  letalmente dañadas  se  lleva a cabo a  través de dos 
mecanismos distintos. Las células con lesiones más graves muestran una profunda disminución de 
los  niveles  de  ATP  y  sufren  necrosis.  Se  caracteriza  por  el  edema  celular,  la  alteración 
mitocondrial,  y  la  pérdida  de  la  integridad  de  la  membrana  plasmática,  que  conduce  a  la 
liberación de componentes intracelulares al espacio extracelular y la activación de una respuesta 
inflamatoria. 
Las células menos dañadas presentan una disminución parcial del ATP, y activan  las vías 
apoptóticas.  La  apoptosis  o muerte  celular  programada  es  un  proceso  que  requiere  energía 
caracterizado  por  activación  de  caspasas,  la  progresiva  contracción  celular,  condensación  y 
fragmentación  nuclear,  exposición  de  fosfatidilserina  en  la  cara  externa  de  la  membrana 
plasmática,  y  la  desintegración  de  la  célula  en  cuerpos  apoptóticos,  que  son  fagocitados 
rápidamente sin provocar una respuesta  inflamatoria. Una serie de evidencias sugieren el papel 
crítico que juega la apoptosis, tanto en la IRA y la NTA experimental como en humanos 106. 
Después de breves períodos de isquemia renal, las células apoptóticas se hacen evidentes 
dentro  de  las  primeras  24  horas  de  reperfusión.  Una  segunda  concentración  de  células 
apoptóticas se ha observado durante  la  fase de  recuperación de  la  IRA, cuando probablemente 
representa  un  mecanismo  para  la  eliminación  del  exceso  de  células  tras  la  proliferación, 
facilitando  así  la  remodelación  de  los  túbulos  dañados.  Los  mecanismos  moleculares  que 
subyacen a la primera ola de la apoptosis son actualmente objeto de investigación intensa ya que 
la inhibición selectiva de estas vías puede constituir una nueva estrategia de gran alcance para la 
disminución de la muerte celular en NTA. 
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Coexistiendo con  todo  lo anterior, es  frecuente encontrar en  la pared  tubular  zonas de 
regeneración celular con citoplasmas basófilos, núcleos grandes hipercromáticos y mitosis. Esta 
coexistencia de lesiones destructivas y regenerativas, indica posiblemente que en el desarrollo de 
la NTA se suceden varios ciclos de necrosis, exfoliación y regeneración de las células epiteliales. 
Algunos estudios han encontrado en los riñones con función renal retardada comparados 
con  riñones  con  función  renal  normal,  pérdida  del  borde  en  cepillo,  necrosis  tubular,  edema 
celular,  dilatación  tubular  e  inflamación  intersticial,  mientras  que  otros  han  observado  una 
morfología muy similar en biopsias de estos riñones en reperfusión. En general, en estas biopsias 
no se observa gran cantidad de necrosis de  las células tubulares por  lo que no se explica el gran 
deterioro funcional de los injertos con disfunción renal temprana. El flujo sanguíneo cortical renal 
tanto  el  total  como  el  regional  en  las  primeras  horas  y  días  después  de  la  reperfusión  es 
generalmente menor en los riñones con función renal retardada que en trasplantes funcionando 
inmediatamente  107.  Las  reducciones  relativamente  pequeñas  en  el  flujo  sanguíneo  renal 
mantienen tasas de filtración glomerular muy bajas en pacientes con principio de disfunción del 
injerto. De acuerdo con modelos matemáticos, la reducción de la TFG, es causada principalmente 
por  una  disminución  en  la  fuerza  neta  de  ultrafiltración  glomerular.  Así  se  ha  observado  en 
pacientes  con  principio  de  disfunción  del  injerto,  que  la  diferencia  de  presión  hidráulica 
glomerular transcapilar supera la presión oncótica glomerular por sólo 2 mmHg, en comparación 
con los 12 mmHg que se observa en pacientes con una función adecuada de los injertos 50. 
La  disminución  en  la  presión  de  ultrafiltración  neta  podría  ser  causada  por  una 
obstrucción  tubular  debido  a  los  desechos  necróticos  y  desechos  de  las  células  epiteliales 
tubulares o por vasoconstricción de  las arteriolas aferentes glomerulares. La dilatación  tubular, 
que  puede  ser  interpretada  como  un  incremento  de  la  presión  intraluminal  debido  a  una 
obstrucción descendente, disminuye durante la primera semana de trasplante en biopsias renales 
de  injertos en  recuperación, y se mantiene constante en  injertos con disfunción sostenida.   Sin 
embargo, el número de células tubulares que han sufrido necrosis o la presencia de desechos en 
el  lumen  tubular en biopsias  renales, es bajo  (1‐4%). Además, el número de  células epiteliales 
necrosadas  en  los  riñones  trasplantados  con  función  renal  retardada,  es muy  variable  y  no  es 
significativamente  diferente  de  los  pacientes  trasplantados  con  función  normal  de  los  riñones 
trasplantados.  Como  resumen,  estos  resultados  no  apoyan  la  hipótesis  de  que  la  obstrucción 
tubular es una causa  importante de disfunción  renal después de  la  I/R. De  lo comentado hasta 
ahora se hace evidente la disparidad entre lo poco representativo de los cambios histológicos en 
biopsias de riñones con función renal retardada y la gravedad de la alteración funcional 74, lo que 
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sugiere  la  importancia  de  otras  alteraciones  funcionales,  9  que  serán  estudiadas  en  apartados 
sucesivos. 
 
 
 
3.2.‐ Fisiopatología del daño renal  
 
 
 
La  isquemia  y  la  hipoperfusión  provocan  dos  alteraciones  fundamentales  en  el  riñón: 
Alteraciones  hemodinámicas  que,  a  través  de  vasoconstricción,  contracción  mensangial  y 
congestión medular, conducen a una reducción del filtrado gromerular importante y daño tubular 
isquémico,  al  cual  son  más  sensibles  la  S3  y  la  mTAL,  probablemente  por  sus  mayores 
requerimientos de ATP (transporte activo de solutos muy importantes a estos niveles), y porque la 
zona  medular  externa,  tiene  peor  aporte  vascular  que  otras  zonas  renales.  La  NTA  causa 
obstrucción tubular lo que permite el paso del ultrafiltrado hacia el tejido intersticial al perder el 
túbulo la integridad de su pared 108. (Figura 15) 
 
 
 
 
 
Figura  15.‐  Patogénesis  de  la NTA 
(cambios macrovasculares) 
 
 
 
 
 
3.2.1.‐ Alteraciones hemodinámicas 
 
 
Una vasoconstricción  renal  intensa y persistente que  reduce el  flujo  total de sangre del 
riñón a aproximadamente el 50% de  lo normal,  se ha  considerado durante mucho  tiempo una 
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característica intrínseca de la IRA, lo que llevó a denominarla "nefropatía vasomotora" 13. Además, 
el riñón postisquémico también muestra alteraciones regionales en  los patrones de distribución 
de flujo sanguíneo 82,86,95. 
Diversos estudios sugieren que las anomalías persistentes en el flujo sanguíneo intrarenal 
que afectan a  la  región medular externa pueden  contribuir a  la  reducción de  la TFG  82,86,95. Los 
segmentos tubulares situados en  la región medular externa  (segmento S3 del túbulo proximal y 
mTAL) son particularmente vulnerables a  la  isquemia debido a que  la presión parcial de oxígeno 
es baja, de 10‐20 mm Hg frente a 50‐60 mm Hg en la corteza, incluso en condiciones normales, y 
los  dos  segmentos  tienen  una  alta  tasa  de  consumo  de  oxígeno.  En  consecuencia,  estos 
segmentos  tubulares  son  extremadamente  susceptibles  a  la  isquemia  y  a  las  nefrotoxinas  que 
interrumpen la producción de energía o de la función mitocondrial 74. 
Incluso  después  de  la  recuperación  del  flujo  sanguíneo  renal  tanto  la  hipoxia  como  la 
vasoconstricción persisten en la región medular externa, dando como resultado una lesión tubular 
mayor. Las técnicas de imagen sofisticadas han documentado esos cambios en el flujo sanguineo 
renal  regional  en  animales  con  IRA  y  en  humanos.  Los  mecanismos  que  subyacen  a  estas 
alteraciones hemodinámicas parecen basarse en un desequilibrio local de sustancias vasoactivas, 
con una mayor liberación de vasoconstrictores y con una significativa disminución en la cantidad 
de vasodilatadores 80. Los mediadores tanto de  la vasoconstricción renal como de  la persistente 
reducción en el flujo sanguíneo medular son muy probablemente, la endotelina‐1, angiotensina II, 
prostaglandinas, adenosina y óxido nítrico 80. 
 Se  ha  demostrado,  en  pacientes  con  IRA  de  diversas  etiologías,  elevados  niveles  de 
endotelina‐1, un potente vasoconstrictor renal, y que  los antagonistas de  los receptores 
de endotelina mejoran la IRA experimental 109. 
 El papel de  la angiotensina  II, otro potente vasoconstrictor  renal,  se ha demostrado en 
pacientes  con  IRA;  sin  embargo,  la  inhibición  de  la  angiotensina  II  no  disminuye  la 
extensión de  la  lesión  renal en  la  IRA experimental e  incluso podría  acelerar  la  IRA en 
pacientes  con  volumen  sanguíneo  efectivo  reducido.  Esto  hace  que  el  papel  de  la 
angiotensina II en NTA en humanos sea dudoso 74,110. 
 La adenosina es un potente vasoconstrictor renal 111 y se ha propuesto que juega un papel 
en la nefropatía de contraste. El tratamiento previo con antagonistas de los receptores de 
adenosina, como  la  teofilina, pueden amortiguar  la  fuerte  reducción de  la TFG  inducida 
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por  agentes  de  contraste,  pero  estos  fármacos  no  son  eficaces  una  vez  establecida  la 
NTA112. 
 Una  disminución  en  los  vasodilatadores  renales,  como  el  óxido  nítrico  derivado  del 
endotelio  (NO) y  las prostaglandinas, también pueden desempeñar un papel en el  inicio 
de  la  NTA,  pero  no  hay  pruebas  que  indiquen  que  la  administración  de  cualquier 
mediador altere el curso de  la NTA establecida. La  incapacidad de  los donadores de NO, 
como el nitroprusiato, para mejorar el curso de la IRA isquémica puede estar relacionado 
con  los efectos tóxicos paradójicos del NO sobre  las células del túbulo proximal a través 
de la generación de RLO, una vez que ya está establecida la NTA92. 
Del  mismo  modo,  tanto  monóxido  de  carbono  como  compuestos  liberadores  de 
monóxido de carbono son protectores en modelos animales de IRA isquemica113, probablemente 
a  través  de  la  vasodilatación  y  la  preservación  del  flujo  sanguíneo medular,  pero  no  han  sido 
probadas  en  seres  humanos.  Por  lo  tanto,  estos  anomalías  macro  hemodinámicas  no  son 
consideradas  plenamente  responsables  de  la  profunda  pérdida  de  la  función  renal,  y  varios 
ensayos  en  humanos  con  vasodilatadores  como  la  dopamina  no  han  podido  demostrar  una 
mejoría de la TFG en la IRA establecida a pesar del aumento flujo sanguíneo renal total 114,115. 
Sin  embargo  se  sabe,  que  las  alteraciones  microvasculares  desempeñan  un  papel 
importante, como se comentará en el apartado “3.2.4”. 
 
 
3.2.2.‐ Alteraciones en la función tubular 
 
 
En  la  NTA  experimental  y  humana,  están  bien  demostradas  tres  tipos  de  lesiones 
tubulares: 
 Necrosis  y  desprendimiento  del  epitelio  tubular,  con  la  consiguiente  obstrucción  del 
túbulo y aumento de presión proximal a la obstrucción. 
 Pérdida de integridad de la pared tubular, comunicándose la luz tubular con el intersticio. 
 Escape del ultrafiltrado que circula por los túbulos al tejido intersticial. 
Las alteraciones histológicas antes comentadas (áreas de necrosis tubular, pérdida celular 
epitelial  tubular,  cilindros  en  túbulos  distales,  etc),  forman  la  base  morfológica  de  estas 
alteraciones que los estudios clínicos parecen confirmar. 
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La obstrucción tubular contribuye a la reducción de la TFG. Se origina a partir de detritus 
celulares procedentes de  las células  tubulares dañadas y de precipitación de proteínas dejando 
zonas de la membrana basal desnudas 87. Otro factor que conduce a la reducción de la TFG es la 
combinación de  la membrana basal desnuda y  la pérdida de uniones estrechas en  las células del 
túbulo  proximal  que  posteriormente  dan  lugar  al  retorno  del  ultrafiltrado  urinario  hacia  la 
circulación renal (back‐leakage) de diversas de sustancias, incluyendo creatinina y urea.  
La  activación  del  sistema  de  retroalimentación  túbulo  glomerular  también  puede 
contribuir a  la  reducción de  la TFG  116.  La activación de  la  retroalimentación  túbulo glomerular 
después  de  una  lesión  isquémica  podría  representar  un  fenómeno  beneficioso  que  limita  la 
liberación  excesiva  de  iones  y  solutos  a  los  túbulos  proximales  dañados,  reduciendo  así  la 
demanda de los procesos de reabsorción dependiente de ATP. 
Las anormalidades en la función de la célula epitelial tubular que conlleva a obstrucción y 
back‐leakage de ultrafiltrado, pueden ser entendidas solo comprendiendo  las alteraciones en  la 
biología celular que resultan de la deprivación de oxígeno. (Figura16) 
 
 
Figura 16.‐ Patofisiología de los mecanismos de NTA. Modificada de 87. El daño tubular es una consecuencia 
directa de las vías metabólicas activadas por la isquemia pero es potenciado por la inflamación y la 
obstrucción microvascular. 
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3.2.3.‐ Alteraciones en el metabolismo de las células del túbulo 
 
 
La disminución del contenido de ATP  intracelular, se produce poco después de  la  lesión 
isquémica  renal,  dando  lugar  a  un  gran  número  de  reacciones  bioquímicas  con  consecuencias 
metabólicas críticas de las células del túbulo 117. 
Enumeramos  a  continuación,  las  consecuencias  principales  de  la  ausencia  de ATP  y  su 
interrelación. (Figura 17) 
 
  
Figura 17.‐ Alteraciones metabólicas en las células del túbulo posterior a la NTA. 
 
 
3.2.3.1.‐ Alteraciones en el metabolismo de nucleótidos de Adenina. 
 
La disminución del ATP juega un papel fundamental en la lesión de las células renales. En 
general, el ATP celular es producido por  la fosforilación oxidativa mitocondrial y por  la glucólisis 
en  el  retículo  endoplásmático.  Las  células  del  túbulo  proximal  dependen  principalmente  de  la 
mitocondria para  la síntesis de ATP,  lo que  las hace especialmente susceptibles a  la ausencia de 
oxígeno  en  NTA  isquémica  y  a  las  nefrotoxinas  que  causan  daño  mitocondrial.  Como 
comentaremos  posteriormente,  la  ausencia  prolongada  de ATP  celular  inicia  una  secuencia  de 
sucesos,  que  incluyen,  la  inhibición  de  los mecanismos  de  transporte  dependiente  de  ATP,  la 
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activación de  las proteasas y  las alteraciones del citoesqueleto, con  lo que  la célula se hincha,  lo 
que contribuye a aumentar la obstrucción tubular y la congestión vascular de la médula externa67. 
 
3.2.3.2.‐ Alteraciones de Ca+2 intracelular 
 
Como ya hemos descrito antes  (apartado  “2.1.2”) el Ca+2  citosólico  libre aumentado es 
recaptado  por  las mitocondrias,  lo  que  provoca  su  hinchazón  y  la  activación  de  la  fosfolipasa 
mitocondrial,  que  alterará  la  fosforilación  oxidativa  117.  Esto  tiene  como  resultado  el  daño 
mitocondrial, la activación de las proteasas y fosfolipasas, la generación de RLO y la alteración del 
citoesqueleto. 
 
3.2.3.3.‐ Acidosis intracelular 
 
La  acidosis  intracelular  resultante  del  daño  isquémico,  es  en  un  principio  beneficioso, 
pues protege a  la célula del daño  isquémico, ya que reduce el metabolismo del AMP, reduce  la 
afinidad del Ca++ por la calmodulina, lo que enlentece la formación de la xantinooxidasa y reduce 
la producción de los RLO. Por lo tanto, durante la fase de reperfusión, la rápida corrección del pH 
intracelular se convierte en perjudicial para la célula 118. 
 
3.2.3.4.‐Generación de los RLO 
 
Los RLO son producidos fundamentalmente por varios complejos enzimáticos: 
 Xantinaoxidasa: Es una enzima que tiene capacidad de generar RLO durante  la oxidación 
de hipoxantina a xantina. 
 NADPHoxidasa: Reduce al oxígeno molecular hasta el anión superóxido. 
 Mieloperoxidasa: Cataliza  la formación de ácido hipocloroso, HOCl, a partir del peróxido 
de hidrógeno y de iones cloruro. 
En  el  transcurso  de  la  isquemia,  y  durante  la  reperfusión,  la  xantinaoxidasa  utiliza  el 
oxígeno molecular como un receptor de electrones, mientras transforma la hipoxantina a xantina 
y por  lo tanto, genera excesivo anión superóxido y tras  la  interacción con el NO se producen  los 
peroxinitritos  (Figura  18).  La  NADPH  oxidasa,  la  xantinooxidasa,  COX‐2,  iNOS,  eNOS,  el 
desacoplamiento de  la  cadena  respiratoria y  la activación de  la cascada del ácido araquidónico 
son las principales fuentes de los RLO 119. En el tejido reperfundido solo las dos primeras parecen 
estar  particularmente  implicadas.  El  anión  superóxido  formado  por  la  NADPH  oxidasa  o  la 
xantinooxidasa  es  rápidamente  transformado  a  H2O2  por  la  superósidodismutasa,  el  cual  en 
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presencia del hierro (Fe2+) o del cobre (Cu+) se transforma en un radical hidroxilo. (Figura 18) Por 
lo tanto, la lesión mediada por los RLO también se encuentra asociada a condiciones de excesiva 
disponibilidad  de  Fe++  libre,  tales  como  hemoglobinuria,  mioglobinuria,  la  gentamicina  y  la 
nefrotoxicidad de cisplatino. 
 
  
Figura 18.‐ Formación de O2‐ y H2O2 desde el O2 en células vasculares. 
 
Otras fuentes de RLO son las mitocondrias dañadas durante la I/R y los neutrófilos que se 
activan  tras  la  I/R.  Los  neutrófilos,  tienen  en  su  membrana  sarcoplásmica  un  sistema 
NADPHoxidasa  que  producen  aniones  superóxido  en  el  ambiente  externo.  La  secreción 
simultánea de mieloperoxidasa por exocitosis desde  los gránulos azurófilos cataliza  la formación 
del ácido hipocloroso en presencia de haluros. Los RLO producidos, entre otros, por neutrófilos y 
macrófagos,  pueden  ser  liberados  tras  la  exposición  a  los  agentes  quimiotácticos, 
inmunocomplejos o ante la fagocitosis, y están implicados en: 
 Inactivación de proteasas como  la alfa‐1 antitripsina que puede dar  lugar a un aumento 
en  la  destrucción  de  los  componentes  estructurales  tisulares,  como  la  elastina.  La 
inactivación  puede  ser  debida  a  la  oxidación  de  los  residuos metionil  en  la molécula 
antiproteasa a sulfóxido, con pérdida de la actividad biológica. 
 Lesión de las células endoteliales con aumento de la permeabilidad vascular. 
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 Lesión de otros tipos celulares (hematíes, células tumorales, células parenquimatosas). 
El  PAF,  TNF‐α,  IL‐6,  IL‐1β,  factor  estimulador  de  colonias  de  granulocitos  (G‐CSF),  la 
fracción C5a del complemento y  los RLO estimulan  la producción endotelial de  los RLO 120. A su 
vez los RLO también pueden actuar como señalizadores en la transcripción molecular para regular 
la  transcripción génica y activar  factores de  transcripción  como NF‐κB y AP‐1  121 y activar a  los 
neutrófilos,  estimulando  la  producción  de  citocinas  (TNF‐α,  IL‐6,  PAF  y  otras),  la  expresión  de 
moléculas de adhesión y la adhesión a la superficie del endotelio 122,123. 
El  organismo  posee  diferentes mecanismos,  tanto  de  naturaleza  enzimática  como  no 
enzimática, que lo protegen de la acción de los RLO. Los antioxidantes primarios, que previenen la 
formación de nuevos radicales libres son la Superoxido dismutasa (SOD mitocondrial y citosólica), 
Glutation  peroxidasa,  la  catalasa  (lisosomal)  y  las  proteínas  ligadoras  de  metales  (ferritina  y 
ceruloplasmina)124.  Los  antioxidantes  secundarios  que  son  captadores  no  enzimáticos  de  RLO 
somo  la  vitamina  E,  vitamina  C,  betacaroteno,  ácido  úrico,  la  bilirrubina  y  la  albúmina  y  los 
antioxidantes terciarios que reparan las moléculas dañadas por los RLO (las enzimas reparadoras 
de  ADN  y  la  metionina  sulfóxido  reductasa)125.  Varios  estudios  en  animales  evidencian  la 
generación  de  RLO  en  la  lesión  renal  por  I/R  y  un  efecto  protector  de  los  antioxidantes 
administrados exógenamente126. 
Queda  claro  que  del  balance  en  la  producción  de  todas  estas  sustancias  dependerá  el 
estado final de la microcirculación y principalmente de las células endoteliales que es el principal 
blanco de toda la agresión125. 
 
 
3.2.4.‐ Alteraciones en la microvasculatura 
 
 
Una de  las principales  funciones de  la microcirculación  (red de  vasos que  comprenden 
arteriolas, capilares y vénulas) es asegurar el O2 suficiente para satisfacer la demanda metabólica 
de cada célula. 
Hasta ahora, las investigaciones se han centrado principalmente en la lesión tubular como 
la principal causa de isquemia relacionada con la IRA, pero cada vez más pruebas implican en ella 
a las alteraciones en la microcirculación intrarenal 127 y al mantenimiento del O2 128. 
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Como ya hemos comentado anteriormente los riñones son particularmente susceptibles a 
la  lesión  isquémica y una de  las razones es que  la microvasculatura renal, es muy compleja con 
una demanda muy alta de energía 84. 
A  pesar  de  que  la  NTA  ha  sido  considerada  la  principal  causa  de  IRA  13,129,  el  papel 
desempeñado por la disfunción microvascular ha generado un gran interés. El endotelio juega un 
importante papel en el desarrollo de la disfunción microvascular y por lo tanto en la IRA isquémica 
92. 
La  reperfusión  después  de  la  lesión  isquémica,  tiene  como  resultado  la  recuperación 
incompleta  del  flujo  sanguíneo  renal.  Esta  reducción  persistente  de  flujo  sanguíneo  total  y 
regional 130 fue descrito hace varias décadas como el fenómeno de “no‐reflujo” 131. 
Trabajos recientes utilizando técnicas de microscopía intravital han proporcionado nuevos 
conocimientos sobre el papel de las alteraciones microvasculares y daño tubular en la lesión renal 
isquémica que conducen a la disfunción renal 84. Se han propuesto muchos factores para explicar 
este fenómeno, entre ellos un desequilibrio entre vasodilatadores y vasoconstrictores, congestión 
endotelial,  aumento  de  la  permeabilidad  endotelial  que  conduce  al  edema  intersticial  que 
comprime los capilares peritubulares, incrementando la adherencia leucocitaria y la acumulación 
extravascular de los leucocitos 132. 
La mayoría de  los vasos rectos descendentes que suministran sangre a  la médula surgen 
de  las  arteriolas  eferentes  de  los  glomérulos  yuxtamedulares.  Las  células  musculares  lisas 
vasculares (incluyendo pericitos) en torno a estos vasos rectos descendentes tienen propiedades 
vasoconstrictoras.  Por  lo  tanto  la modulación  del  tono  vascular  de  las  arteriolas  aferentes  y 
eferentes y del vaso recto descendente contribuye a la regulación del suministro renal de O2 y del 
flujo sanguíneo medular, respectivamente. 
En estudios de trasplante renal en animales y humanos, utilizando técnicas de análisis de 
imagen, muestran  la  fisiopatología de  la  lesión por  I/R mostrando  signos morfológicos de daño 
vascular y ausencia de flujo tanto en capilares peri tubulares como glomerulares 107. 
La  ruptura  de  las  uniones  de  las  células  endoteliales,  las  alteraciones  del  glicocalix 
endotelial  y  del  citoesqueleto  de  actina  endotelial  aparece  en  el  IRA,  y  esto  conduce  a  un 
incremento de la permeabilidad microcirculatoria y al edema intersticial 133. Como la hinchazón de 
las  células  endoteliales,  la  activación  de  la  vía  de  coagulación  y  el  consiguiente  acúmulo  de 
eritrocitos  tiene  como  resultado  la  obstrucción  del  lumen  microvascular.  Estas  alteraciones 
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morfológicas de  la arquitectura microcirculatoria y  la falta de perfusión a nivel microcirculatorio 
afecta al suministro de O2 a las células y promueve el daño del órgano 134. (Figura 19) 
 
  
Figura 19.‐ Relación entre la microcirculación y la inflamación en el desarrollo de la IRA 
 
 
El endotelio juega un papel clave en la regulación del flujo, permeabilidad, tráfico celular, 
señalización y funciones inmunológicas. En este contexto, la disfunción endotelial se define como 
vasorelajación alterada en respuesta a los vasodilatadores dependientes del endotelio, tales como 
la  Acetilcolina  (AcH).  Esta  disfunción  endotelial  se  ha  demostrado  que  participa  en  la 
vasoconstricción postisquémica tras la reperfusión. Asimismo, la disfunción endotelial produce la 
adhesión de plaquetas al endotelio, con  la consiguiente adhesión  leucocitaria, y  la adhesión de 
plaquetas a neutrófilos, llevando a un estrechamiento de la luz de los capilares peritubulares 135. 
Aunque  el mecanismo  de  esta  disfunción  no  está  claro,  parece  ser  que  el NO  juega  un  papel 
principal 136. El NO es conocido por su papel en la regulación del tono vascular, actuando sobre las 
células del músculo liso vasculares para inducir vasodilatación. El sistema del NO está gravemente 
alterado en  IRA  136. El NO derivado de  la eNOS, es esencial para mantener el  suministro de O2 
renal.  Actúa  de  forma  paracrina,  sobre  las  células  circundantes  y  previene  de  la  disfunción 
vascular  por  un  efecto  directo  de  vasodilatación,  y  por  inhibición  tanto  de  la  agregación 
plaquetaria  como  de  la  activación  de  los  leucocitos.  Además,  los  inhibidores  no  selectivos  de 
eNOS exacerban el daño isquémico en el órgano 137. 
Por  otra  parte,  la  activación  de  iNOS  inducida  por  la  isquemia,  principalmente  en  los 
leucocitos, células vasculares lisas y en las células epiteliales tubulares, participan en la disfunción 
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vascular. La inhibición selectiva de la síntesis de NO por la iNOS puede prevenir la lesión renal tras 
la  I/R. Las dos vías principales de daño provocado por  la síntesis de NO derivado de  la  iNOS se 
piensa  que  son;  la  inhibición  de  la  síntesis  de  NO  por  la  eNOS  y  la  formación  de  RLO  como 
peroxinitritos 137. Además, hay una interacción entre el sistema de NO y el estrés oxidativo ya que 
el anión superóxido se une  rápidamente con el NO y da como  resultado una disminución en  la 
disponibilidad del NO y un aumento en la producción de peroxinitritos dañinos para la célula 121. 
De hecho, la unión del NO al anión superóxido parece ser el responsable de la disminución en la 
vasorelajación  provocada  por  el  NO  después  de  la  I/R  138.  Diversas  estrategias  de  uso  de 
antioxidantes, como el tempol, han demostrado producir efectos beneficiosos en IRA. 
Los  RLO  ejercen  daño  directamente  sobre  el  endotelio  a  través  de  las  estructuras 
extracelulares  como  las membranas  celulares  y  glicocalix.  Los  RLO  también  pueden  perjudicar 
mediante  la  vasoreactividad  dependiente  del  endotelio.  Además,  los  RLO  median  la  acción 
vasoconstrictora de otros agonistas como endotelina‐1 139. 
La activación de la inflamación es muy importante tanto en el inicio como en la extensión 
del daño  en  IRA.  Es  evidente que  la  disfunción microcirculatoria  interacciona  con  la  respuesta 
inflamatoria  a  través  de  las  lesiones  hipóxicas  resultante  de  la  disminución  de  flujo 
microcirculatorio.  Numerosos  estudios  en  modelos  animales  han  demostrado  que  la  lesión 
endotelial inducida por la isquemia aumenta la expresión endotelial de CAMs que incrementan la 
adherencia de leucocitos; el primer paso es el proceso de diapédesis que conduce a la infiltración 
en el tejido 140. 
La adhesión de los leucocitos al endotelio es mediada por las selectinas cuyo bloqueo ha 
demostrado atenuar  la  lesión de  I/R. La E‐selectina,  inducida específicamente sobre el endotelio 
bajo  estimulación  inflamatoria,  ha  demostrado  desempeñar  un  papel  importante  en  la 
extravasación  de  leucocitos  a  sitios  inflamatorios  141.  La  ICAM‐1  parece  ser  particularmente 
importante en la adhesión firme y en la migración transendotelial de leucocitos. 
La  fractalquina, es una quimiocina expresada el endotelio  lesionado, y actúa  como una 
molécula quimioatrayente y de adherencia y se ha demostrado que su  inhibición protege de  la 
lesión renal, principalmente a través de la ausencia de macrófagos 142. 
La vía de coestimulación B7‐CD28 es otro ejemplo del importante papel del endotelio en 
el  incremento  de  la  respuesta  inflamatoria:  B7‐1  se  expresa  en  las  células  endoteliales  e 
interactúa  con  CD28  expresada  en  células  T  activadas  y  monocitos  a  nivel  del  vaso  recto 
ascendente de la circulación medular. 
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La contribución relativa de  los neutrófilos, monocitos y  linfocitos en el daño y disfunción 
renal inducida por la isquemia sigue siendo un tema de debate. La infiltración neutrofílica se cree 
que  ocurre  de  manera  temprana  en  el  curso  de  la  IRA  isquémica,  considerando  que  los 
macrófagos y linfocitos T se infiltran más tarde y persisten en la fase de recuperación. Este punto 
de vista ha sido cuestionado recientemente con  la observación de  infiltración de células T en el 
inicio de la IRA. Más detalles pueden encontrarse en las revisiones dedicados a este tema 143. 
También se ha demostrado que  la activación de  las moléculas de adhesión se asocia con 
cambios  en  el  glicocalix,  recubrimiento  la  superficie  luminal  de  los  capilares  y  teniendo  un 
impacto significativo en  la hemodinámica, coagulación,  inflamación y permeabilidad vascular. La 
membrana basal vascular se compone de varios componentes, incluido proteoglicanos tales como 
heparina sulfato, los cuales son conocidos por su capacidad para unir proteínas importantes para 
la  respuesta  inflamatoria,  incluida  la  L‐selectina expresada en  leucocitos activados y monocitos 
quimioatrayentes proteína‐1 (MCP‐1), expresado en monocitos activados 144. 
 
 
 
3.3.‐ Fases de la NTA 
 
 
 
El curso clínico de  la necrosis  tubular aguda puede ser dividido en  tres  fases:  Iniciación, 
mantenimiento  y  recuperación.  Cada  una  de  ellas  tiene  unas  características  fisopatólogicas 
propias. 
 
 
3.3.1.‐ Fase de inicio 
 
 
Es el periodo de  tiempo que media desde  la exposición al agente etiológico y comienzo 
del daño parenquimatoso, que aún no está establecido. Durante este periodo, que dura horas o 
días,  la NTA puede aún evitarse, especialmente si se restaura el flujo sanguíneo renal cuando  la 
causa  es  isquémica.  La  tasa  de  filtración  glomerular  desciende  debido  a  la  caida  del  flujo 
sanguineo renal y de la presión de ultrafiltración glomerular. Así mismo intervienen la perdida de 
integridad del epitelio tubular, lo que origina fuga del líquido filtrado glomerular al intersticio, y la 
obstrucción al paso de la orina en los tubulos obstruidos por las celulas tubulares dañadas. Como 
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se ha comentado, la porción terminal del tubulo proximal (segmento S3 o pars recta) y la porción 
medular de  la  rama gruesa ascendente del asa de Henle, son  los segmentos de  la nefrona mas 
vulnerables  a  la  isquemia  debido  a  que  ambas  tienen  una  alta  tasa  de  transporte  activo  de 
solutos, que es ATP dependiente, y por tanto también un elevado consumo de oxígeno. Además 
ambas están  localizadas en  la parte externa de  la medula  renal que es una  zona  relativamente 
hipóxica comparada con otras regiones del riñón, incluso en condiciones basales 145. 
 
 
3.3.2.‐ Fase de mantenimiento 
 
 
Durante la fase de mantenimiento, las lesiones del túbulo renal están establecidas, la TFG 
se estabiliza en un nivel muy por debajo de lo normal, y la producción de orina es baja o ausente. 
A pesar de que  la oliguria (o anuria) es una de  las señales clínicas de NTA, en algunos pacientes 
con NTA no  se produce y  se denomina NTA no oligúrica.  La  IRA producida por nefrotoxinas es 
típicamente  no  oligúrica.  La  segunda  fase  de  la  NTA  suele  durar  1‐2  semanas  pero  puede 
extenderse hasta unos pocos meses. Durante esta  fase, es cuando aparecen  las complicaciones 
urémicas. No  se  conoce  con exactitud porqué  la  tasa de  filtrado  glomerular permanece baja  a 
pesar  de  que  se  corrija  la  causa  del  fracaso  renal  (por  ejemplo  se  estabilice  la  situación 
hemodinámica). Posiblemente  intervengan varios mecanismos ya mencionados entre  los que se 
incluyen  la  vasoconstricción  renal  persistente  y  la  isquemia medular  desencadenada  por  una 
alteración  en  el  equilibrio  entre mediadores  vasoactivos  por  las  células  endoteliales  dañadas, 
congestión  de  los  vasos  sanguíneos  medulares  y  lesión  por  reperfusión,  provocada  por 
mediadores liberados desde los leucocitos o desde otras células del parenquima renal 82,86,95. 
 
 
3.3.3.‐ Fase de recuperación 
 
 
La  fase  de  recuperación  de  NTA  se  caracteriza  por  poliuria  y  por  una  normalización 
gradual de  la tasa de filtración glomerular, sin embargo, cuando se produce NTA, como ocurre a 
menudo, en un contexto de disfunción multiorgánica, la regeneración del tejido renal puede verse 
gravemente afectada y  la  función  renal no volvería a  recuperarse. La morbi‐mortalidad en este 
tipo  de  situaciones  sigue  siendo  alta  a  pesar  de  los  significativos  avances  científicos  y 
tecnológicos. 
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En  ausencia  de  fallo multiorgánico,  la mayoría  de  los  pacientes  con NTA  recuperan  la 
función  renal.  La  fase  de  recuperación  consiste  en  la  restitución  de  la  polaridad  celular  y  la 
integridad de  la unión estrecha en  las  células dañadas,  la eliminación de  células  tubulares por 
apoptosis,  eliminación  de  cilindros  intratubulares  mediante  el  restablecimiento  del  flujo  de 
líquido tubular, y la regeneración de las células epiteliales renales. Después de la I/R, una marcada 
sobreregulación de numerosos genes juega un papel importante en la proliferación de las células 
del túbulo renal, entre los que destacamos los factores de crecimiento, (EGF, IGF‐1, FGF, y HGF). 
En  animales,  la  administración  exógena  de  varios  de  estos  factores  de  crecimiento  han 
demostrado  buena  eficacia  en  la  recuperación  de  la  IRA  isquémica;  sin  embargo,  en  un  único 
ensayo en seres humanos, el IGF‐1 no ha demostrado ser beneficioso cuando se administra a los 
adultos con IRA de diversas etiologías 87. 
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4.‐ Endotelio 
 
 
 
 
El endotelio vascular, es un órgano estructuralmente simple y funcionalmente complejo. 
Lejos de ser  sólo una barrera mecánica entre  la sangre y  los  tejidos, es un órgano activamente 
comprometido  en  una  gran  variedad  de  procesos  fisiológicos  y  patológicos.  El  endotelio  está 
estratégicamente situado y  lo constituye una monocapa de células endoteliales, que  recubre el 
interior  de  todos  los  vasos  sanguíneos  del  árbol  vascular  (endocardio,  arterias,  arteriolas, 
capilares, vénulas y venas), cubierto por el glicocalix y subyacente a la membrana basal. Debido a 
su ubicación estratégica detecta cambios en las fuerzas hemodinámicas que actúan sobre la pared 
vascular,  así  como  señales  químicas  transportadas  por  la  sangre  y  responde  a  ellas  liberando 
sustancias vasoactivas, algunas de la cuales tienen funciones antagónicas como vasodilatadores y 
vasoconstrictores o hemostáticos y antihemostáticos. (Tabla III) 
Las  sustancias  liberadas,  a  través de  efectos  autocrinos  (sobre  la misma  célula que  las 
produjo)  o  paracrinos  (sobre  diversas  células  vecinas),  determinan  la  participación  activa  del 
endotelio  en  la  homeostasis  vascular.  Fisiológicamente,  las  diversas  funciones  que  cumple  el 
endotelio  no  son más  que  la  expresión  del  balance  en  las  acciones  de  los  distintos  principios 
activos que produce. 
Respecto a su actividad metabólica se comporta como secretor, implicado en numerosos 
mecanismos  bioquímicos  y  fisiológicos,  incluyendo:  regulación  del  tono  vascular,  adhesión  y 
transferencia de  leucocitos  en  la  inflamación, protección  local de  los  tejidos  en  situaciones de 
isquemia,  regulación  del  crecimiento  de  las  células  musculares  lisas,  así  como  productor  y 
regulador de la matriz extracelular. 
Teniendo un origen  común,  las  células  endoteliales presentan diferentes  fenotipos  con 
especializaciones según el territorio u órgano por el que discurren. Su participación directa en  la 
protección del  funcionalismo vascular viene mediada por su capacidad de segregar metabolitos 
extremadamente activos y antagónicos, como el óxido nítrico y la endotelina para la regulación de 
la contracción de las células musculares lisas, o la de activadores de la fibrinolisis como el t‐PA o el 
u‐PA y de su inhibidor el PAI‐1, que controlan la fibrinolisis 109,113. 
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Tabla III.‐ Principios activos del endotélio vascular 
 
PRINCIPIOS ACTIVOS DEL ENDOTELIO VASCULAR   
Antihemostáticos 
 
 
 
 
 
 
 
Hemostáticos 
 
Trombomodulina
Proteína C 
Proteína S 
Activador tisular de plasminógeno 
Prostaciclina(PGI2) 
Óxido nítrico 
Heparansulfatos 
 
 
Factor de von Willebrand 
Factor V 
Factor III (tisular) 
Inhibidor del activador de plasminógeno 
Tromboxano A2
Vasodilatadores 
 
 
 
 
 
Vasoconstrictores 
Óxido nítrico
Prostaciclina (PGI2) 
EDHF (factor hiperpolarizante derivado del endotelio) 
CNP 
 
 
Endotelina 
Angiotensina II 
Tromboxano A2 
Anión superóxido
Promotores de crecimiento 
 
 
 
 
 
 
Inhibidores de crecimiento 
Endotelina
Angiotensina II 
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 
PDGF (Platelet Derived GF) 
bFGF (Fibroblast GF Basic) 
Anión superóxido 
 
 
Óxido nítrico 
Heparansulfatos 
TGF‐β (Transforming GF‐β)
Inmunológicos  E‐selectina. P‐selectina
ICAM‐1 (Intercellular Adhesion Molecule‐1) 
VCAM‐1 (Vascular Adhesion Molecule‐1) 
Interleucinas 1, 6, 18 
NF‐κB 
TNF‐α (Tumor Necrosis Factor‐α) 
MCP‐1 (Monocyte Chemoattractant Protein‐1) 
 
 
 
El  resultado neto de ese balance muestra que el endotelio disminuye el  tono  vascular, 
debido a que relaja el músculo liso de la pared del vaso, y es inhibidor de la proliferación de ese 
tejido,  inhibe  la  adhesión  y  agregación  plaquetaria,  deprime  la  activación  del  sistema  de 
coagulación,  estimula  la  fibrinólisis,  disminuye  la  permeabilidad  capilar  e  inhibe  la  adhesión  y 
migración de neutrófilos y macrófagos generadores de inflamación. (Figura 20) 
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Figura 20.‐ Funciones del endotelio 
vascular 
 
 
 
 
Los  daños  estructurales  tanto  de  las  células  del  músculo  liso  vascular  como  de  la 
endoteliales se producen rápidamente después del daño  isquémico 146. Las células del endotelio 
vascular renal  inician  la respuesta  inflamatoria en el riñón dañado debido a su contacto directo 
con los agentes lesivos 82. Morfológicamente, la desorganización del citoesqueleto de actina y los 
complejos  de  unión  en  el  endotelio  son  similares  a  los  previamente  descritos  en  las  células 
epiteliales tubulares 146. 
 
 
 
4.1.‐ Disfunción endotelial 
 
 
 
El término disfunción endotelial indica que, ya sea en condiciones basales o posterior a la 
estimulación, el endotelio no cumple apropiadamente sus funciones 147. Una menor disponibilidad 
de NO, una alteración en la producción de prostanoides (incluyendo prostaciclina, tromboxano‐A2 
y/o  isoprostanos), un deterioro de  la hiperpolarización dependiente de endotelio, así como una 
mayor  liberación de endotelina‐1, pueden  individualmente o asociados contribuir a  la disfunción 
endotelial. Sin embargo, la menor disponibilidad de NO, constituye el fenómeno más temprano y 
la característica más  importante de disfunción endotelial. La alteración de  la  función endotelial, 
que  se manifiesta  por  el  desorden  del  control  del  tono  vasomotor,  está  presente,  tanto  en 
grandes arterias y venas como en la microvasculatura 148. 
La  ausencia  de  la  respuesta  relajante mediada  por  NO,  se manifiesta  también  en  un 
aumento de  la  contracción del músculo  liso  vascular en  respuesta a diversos  vasoconstrictores 
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como,  endotelina,  serotonina  y  noradrenalina.  Si  bien  el  deterioro  de  la  relajación  vascular 
dependiente del endotelio es un marcador de disfunción, la menor disponibilidad de NO también 
genera un endotelio con efectos pro‐inflamatorios, pro‐trombóticos y pro‐coagulantes. 
Esto hace que  la disminución de  la vasodilatación mediada por flujo o por acetilcolina se 
encuentre asociada con el aumento de marcadores plasmáticos de disfunción endotelial, como el 
factor de von Willebrand y CAMs endoteliales. El  incremento de células endoteliales circulantes 
parece ser una manifestación de daño endotelial severo 149. 
La comprensión de las vías exactas involucradas en la isquemia renal y la disfunción de las 
células endoteliales tras  I/R sigue siendo muy  incompleta Cabe destacar que, aunque a menudo 
es descrito como un órgano, el endotelio no puede ser visto como una estructura homogénea. De 
hecho, las células endoteliales se diferencian en estructura y función en diferentes sitios del árbol 
vascular  y  demuestran  diversas  respuestas  a  los  estímulos  de  hipoxia.  Debido  a  esta 
heterogeneidad del endotelio y  la amplia gama de tejidos sometidos a  la presión de O2, a través 
del riñón,  las células endoteliales en  las diferentes regiones del riñón es probable que muestren 
diferentes niveles de susceptibilidad a la lesión isquémica o hipóxica. La administracción sistémica 
o  intrarenal  de  células  endoteliales  completamente  diferenciadas  en  riñones  de  rata 
postisquémicos  producen  una  protección  funcional  importante.  También  se  ha  logrado  una 
mejoría  importante  administrando  células  que  expresan  óxido  nítrico  sintasa  endotelial.  Sin 
embargo  el  daño  isquémico  lleva  a  la  expresión  de  un  factor  antiangiogénico  que  es  la 
angiostatina que  induce apoptosis de  las  células endoteliales  150. Algunos estudios proponen el 
uso de agentes proangiogénicos que puedan  incrementar  la reserva o  la movilización de células 
progenitoras  endoteliales,  como  la  eritropoyetina,  factor  de  crecimiento  endotelial  vascular  y 
estatinas 80. 
Después de la I/R renal se producen complejas interacciones entre lesión tubular, lesiones 
microvasculares, e inflamación. Como consecuencia del daño por I/R, se produce la muerte de las 
células  endoteliales,  y  los  sitios  del  endotelio  de  los  capilares  peritubulares  que  han  quedado 
desnudos  son  propensos  a  prolongar  la  vasoconstricción  82. Debido  a  la  desorganización  en  la 
integridad del endotelio  se produce una disfunción  como barrera, ya que  las uniones  celulares 
desaparecen, esta desintegración endotelial incrementa la permeabilidad vascular y la infiltración 
leucocitaria  hacia  el  parénquima  renal.  La  lesión  endotelial  conduce  a  una  vasoconstricción 
intensa,  sedimentación microvascular  y  congestión microvascular mediante  los  leucocitos.  Los 
leucocitos activados producen una serie de mediadores  inflamatorios y de RLO que potencian el 
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daño  celular  tubular. Además,  las  células del  túbulo  van  a  llevar  a  cabo una  respuesta mayor, 
mediante la generación de citocinas y quimiocinas que amplifican aún más la inflamación (Figura 
21) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  21.‐.Interacción  entre  daño 
microvascular y daño tubular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las  cascadas  inflamatorias que  se  inician por  la disfunción endotelial pueden aumentar 
dramáticamente  debido  a  la  generación  de  una  serie  de  potentes mediadores  por  parte  del 
epitelio tubular renal  isquémico 86,95,151,152. Estos  incluyen citocinas proinflamatorias (TNF‐α,  IL‐6, 
IL‐1β,  TGF‐  β)  y  citocinas  quimiotácticas  (proteína  quimiotáctica  de monocitos‐1  [MCP‐1],  IL‐8, 
RANTES). Estudios en humanos han demostrado  recientemente que  los niveles de  las  citocinas 
proinflamatorias  IL‐6 e  IL‐8 en el plasma pueden pronosticar  la mortalidad en pacientes con  IRA 
152,  y  los  niveles  del  receptor  de  quimiocinas  CXCR3  en  orina  puede  predecir  IRA  después  de 
trasplante de riñón 153, lo que demuestra la importancia clínica de estos mecanismos. 
La producción de las quimiocinas promueve aun más las interacciones leucocito‐endotelio 
y la activación de leucocitos, lo que resulta en el deterioro del flujo sanguíneo renal y la expansión 
del daño tubular. 
En  resumen,  la  isquemia  renal desencadena  la activación de múltiples mecanismos que 
conducen a  la disfunción vascular. Estos mecanismos  incluyen  la disfunción endotelial funcional, 
en el que probablemente esté implicado el NO como mediador central. La disfunción endotelial se 
correlaciona con  la  lesión endotelial directa y con el daño estructural asociado a aumento de  la 
permeabilidad vascular,  la  congestión de  los  tejidos,  los  trastornos vasomotores y  la activación 
hemostática  e  inflamatoria.  (Figura  21)  En  conjunto,  estas  alteraciones  ponen  en  peligro  la 
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perfusión renal tanto global como local, y disminuye el aporte de oxígeno renal durante períodos 
prolongados de tiempo después de la lesión isquémica inicial. 
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5.‐ Inflamación en la Lesión por I/R 
 
 
 
 
5.1.‐ Generalidades 
 
 
 
La  inflamación  se  puede  definir  como  la  reacción  del  tejido  vivo  vascularizado  a  una 
agresión local. La respuesta inflamatoria está íntimamente ligada con el proceso de reparación. La 
inflamación va a poner en marcha una serie de procesos con el fin de destruir o aislar el agente 
lesivo  y  reparar  el  tejido  lesionado.  Debemos  tener  en  cuenta  que  sin  la  inflamación,  las 
infecciones no serían autocontroladas, pero también es verdad, que en ocasiones la inflamación y 
la reparación pueden ser potencialmente perjudiciales 65. 
Si la inflamación se resuelve, el tejido se puede recuperar sin secuelas. Sin embargo, si la 
respuesta inflamatoria no se resuelve, por ejemplo, debido a que la lesión tisular se mantiene, la 
inflamación puede ser crónica, y, la estimulación permanente de la reparación tisular finalmente 
puede dar lugar a la fibrosis del órgano con la consecuente pérdida de la función y el fracaso del 
injerto  
Además de los efectos citotóxicos directos de la hipoxia, la I/R renal induce una reacción 
inflamatoria en el parénquima renal 86. Durante  la I/R renal se produce síntesis de citocinas pro‐
inflamatorias como la IL‐1, IL‐6 y TNF‐α. Las quimiocinas también son generadas rápidamente en 
el riñón después de la I/R 73, y la quimiocina derivada de queratinocitos (KC), un análogo de ratón 
de la IL‐8, es un marcador biológico precoz de la IRA isquémica 154. La isquemia también causa la 
infiltración  de  leucocitos  en  el  riñón.  Los macrófagos  y  las  células  T  se  infiltran más  adelante 
durante  el  curso  de  la  enfermedad,  y  persisten  hasta  bien  entrada  la  fase  de  recuperación. 
También varios estudios han sugerido que  las células del epitelio  tubular  renal  juegan un papel 
proinflamatorio 155‐157. 
El NF‐B juega un papel central en la generación de una respuesta inflamatoria, ya que es 
activado bajo condiciones de estrés celular e inflamación, y resulta en una activación y formación 
de otros factores pro‐inflamatorios como la IL‐1β, TNF‐α, o IFN‐γ y quimiocinas como la IL‐8, MCP‐
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1, o RANTES potenciando la respuesta inflamatoria, seguida en este proceso de una infiltración de 
linfocitos, macrófagos y granulocitos en el tejido lesionado. Aquí, las moléculas de adhesión como 
el LFA‐1 o la ICAM‐1 desempeñan un papel importante. El infiltrado celular junto con la expresión 
de citocinas/quimiocinas agrava el edema intersticial del tejido inflamado. 
Un  efecto  importante  de  la  hipoxia  sobre  el  tejido  es  el  desarrollo  de  la  acidosis 
metabólica  que  puede  inducir  una  respuesta  inflamatoria  cuando  la  perfusión  de  los  tejidos 
respectivos  se  restablece34.Sin  embargo,  no  sólo  los  mediadores  inflamatorios  generados 
localmente  como  las  citocinas/quimiocinas,  derivados  de  la  lesión  de  I/R,  sino  también  los 
mediadores inflamatorios sistémicos del donante afectan al injerto después del trasplante 158. Por 
ejemplo, la muerte cerebral profunda contribuye a una respuesta inflamatoria sistémica a través 
de  la  liberación de citocinas desde el cerebro. Esta "explosión de citocinas" deteriora  la  función 
del órgano que da lugar a más episodios de rechazo agudo y la disminución de la función a largo 
plazo 159,160. La  importancia de estos efectos es subrayada por experimentos que demuestran  la 
influencia de la muerte cerebral en la función del injerto también a largo plazo, incluso cuando la 
isquemia fría ha sido eliminada 161. 
Por otra parte  las  células no  sólo producen  factores nocivos que promueven  la muerte 
celular y la inflamación durante la hipoxia, sino que también forman factores de protección para 
poder  sobrevivir a  los episodios de hipoxia, de  los  cuales, el  factor de  transcripción HIF  (factor 
inducible por hipoxia‐1) juega un papel importante 162. Curiosamente el sistema de HIF‐1 no sólo 
se  activa  bajo  condiciones  de  hipoxia,  también  lo  hace  en  condiciones  inflamatorias.  En 
condiciones normales, los niveles celulares de HIF‐1 son muy bajos y aumentan progresivamente 
en condiciones de hipoxia para aumentar la angiogénesis, eritropoyesis, control vasomotor de los 
vasos  y  alterar  el  metabolismo  energético  celular,  y  las  vías  de  supervivencia  con  el  fin  de 
proteger a  las células contra  los efectos de  la hipoxia. Además de  los  factores de  transcripción 
también  hay  genes  protectores  como  la  hemoxygenasa‐1,  bcl‐2  o  A20  que  se  inducen  para 
proteger a las células, después de la hipoxia. Una gran cantidad de trabajos en modelos animales, 
así  como  un  análisis  patológico  de  biopsias  humanas  demuestran  que  la  IRA  isquémica  se 
caracteriza  por  una  respuesta  inflamatoria  fuerte  143.  Las  terapias  que  se  dirigen  a  tipos 
específicos  de  células  inflamatorias  o  proteínas  efectoras,  tales  como  las  proteínas  del 
complemento, quimiocinas, o CAMs mejoran la IRA isquémica en modelos animales 163. Para estas 
terapias  es  importante  entender  las  señales  que  inician  la  inflamación  en  respuesta  a  la  I/R. 
Focalizar los factores que inician la inflamación puede ser más eficaz que tener como objetivo los 
efectores intermedios ya que a menudo estos tienen funciones redundantes. Además, las células 
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o  los  factores  que  causan  daño  tisular  en  una  etapa  de  la  respuesta  inflamatoria  pueden  ser 
importantes  para  la  terminación  de  la  inflamación  y  para  la  reparación  de  tejidos  en  etapas 
posteriores. El sistema del complemento, por ejemplo, es un importante iniciador de la respuesta 
inmune, pero también participa a veces en  la regeneración tisular. Componentes celulares de  la 
respuesta  inflamatoria,  como  los neutrófilos  y  los macrófagos,  también pueden  contribuir  a  la 
destrucción del tejido durante la primera etapa de la lesión, pero más tarde proporcionar señales 
necesarias para la resolución de la lesión 73. Debido a esto, la inhibición de una vía en la fase inicial 
de la lesión puede ser beneficiosa, pero podría ser perjudicial si se realiza más adelante en la fase 
de resolución de la lesión. 
Revisaremos los mediadores de la inflamación que son liberados por las células epiteliales 
tubulares del riñón, las células endoteliales renales y las células inflamatorias. 
 
 
 
5.2.‐ Mediadores Químicos de la Inflamación 
 
 
 
Dentro de los mediadores químicos de la inflamación 73 vamos a destacar los siguientes: 
 
 
5.2.1.‐ Aminas vasoactivas 
 
 
a) Histamina: La histamina o sustancia H está siempre presente en  las  fases  iniciales de  la 
inflamación. Se encuentra almacenada, de  forma  inactiva, en  los gránulos de  las células 
cebadas,  leucocitos,  basófilos,  eosinófilos  y  plaquetas.  En menor  cantidad  se  halla  en 
diversos tejidos como piel, mucosa intestinal y pulmones 164. 
El papel de  la histamina, su relación directa con  las células cebadas,  la degranulación de 
éstas en las fases iniciales de la inflamación y la supresión de la respuesta vascular por los 
antihistamínicos están suficientemente demostrados, induciendo dilatación de las vénulas 
y  capilares,  con  aumento  de  la  permeabilidad  y  contracción  del  músculo  liso.  Es  el 
principal mediador de  la primera  fase de  la  inflamación,  aunque  tiene una  acción muy 
fugaz, inactivándose a los 15 minutos. 
La  degranulación  de  las  células  cebadas  es  un  proceso muy  complejo,  que  puede  ser 
desencadenado  por  una  gran  variedad  de  causas:  agentes  físicos,  inmunocomplejos, 
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factores  del  complemento,  toxinas  bacterianas  y  fracciones  lisosómicas  de  las  células 
inflamatorias.  Su  liberación  está  regulada  por  el  nivel  intracelular  del  3’‐5’ 
adenosinmonofosfato cíclico (AMPc). 
b) Serotonina  (5‐hidroxitriptamina):  Se  identificó  en  las  células  cromafines  intestinales. 
Aunque  es  uno  de  los mediadores  químicos más  importantes  en  algunos  animales,  su 
papel en el fenómeno inflamatorio humano es de menor importancia. Se encuentra en los 
gránulos de  las células cebadas, en  las plaquetas y también en el  intestino, bazo y tejido 
nervioso. Tiene menor importancia que la anterior en la respuesta inflamatoria 165. 
 
 
 
5.2.2.‐ Mediadores químicos del plasma 
 
 
 
5.2.2.1.‐ Sistema de las cininas 
 
 
Las  cininas  son  pequeños  polipéptidos,  con  una  potente  acción  vasodilatadora 
prolongada. La acción de estas sustancias consiste en vasodilatación arteriolar, contracción lenta 
del músculo liso, aumento de la permeabilidad, sobre todo en el lecho capilar y efecto hipotensor. 
También producen un efecto similar al de la histamina y serotonina en las vénulas, con separación 
de las uniones intercelulares de las células endoteliales. Son las responsables del dolor en el foco 
inflamatorio. 
 
La  formación de  las cininas se  inicia por  la activación del  factor de Hageman  (factor XII) 
cuando  se  pone  en  contacto  con  superficies  de  carga  negativa,  como  la membrana  basal  o  el 
colágeno.  Un  fragmento,  el  factor  XIIa,  transforma  a  la  precalicreína  plasmática  en  la  enzima 
activa  calicreína.  Ésta  actúa  sobre  los  cininógenos  y  los  escinde  dando  como  producto  final  la 
bradicinina,  potente  mediador  químico  de  la  inflamación,  pero  de  acción  corta,  ya  que  es 
inactivado por una enzima denominada cininasa. La calicreína es además un potente activador del 
factor de Hageman, lo que permite la autoactivación del sistema. (Figura 22) 
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Figura 22.‐ Formación de las cininas 
 
 
5.2.2.2.‐ Sistema del complemento 
 
El sistema del complemento es un complejo formado por más de 28 proteínas plasmáticas 
que  circulan  de  forma  inactiva  y  que  una  vez  activadas  forman  parte  de  un  sistema  de 
amplificación en cascada muy complejo, que juega un papel muy  importante en  las defensas del 
individuo. La activación del sistema del complemento puede iniciarse y desarrollarse por dos vías 
diferentes, la clásica o vía MB‐lectina (vía de la lectina de unión a manano) y la alternativa, estas 
proteínas del sistema del complemento cuando se activan se convierten en enzimas protolíticas 
que  degradan  otras  proteínas  del  complemento,  formando  una  cascada,  los  elementos  que 
participan  en  el  proceso  inflamatorio  son  C3a,  C5a  y  C4a,  denominadas  anafilotoxinas. Ambas 
vías,  terminan  en  una  vía  final  común,  cuyo  objetivo  es  llegar  a  formar  un  complejo  proteico 
denominado  complejo  de  ataque  de membrana  (C5b‐9  o MAC), muy  inestable,  que  es  el  que 
posee la capacidad de perforar la membrana de la célula atacada creando canales que permiten el 
paso  libre de agua y de  iones y  la consiguiente  lisis celular. El C5b‐9, es un agente quimiotáctico 
muy  potente,  el  cual  causa  lesiones  directas  sobre  las  células  endoteliales,  y  estimula  la 
producción endotelial de IL‐8, MCP‐1 y RLO e  inhibe  la vasodilatación dependiente del endotelio 
143. Los componentes del sistema del complemento son activados por diferentes estímulos como, 
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agentes  infecciosos  (bacterias o virus) o estímulos no  infecciosos entre  los que  se encuentra el 
daño por I/R 140,166,167. 
Este conjunto de proteínas séricas se sintetiza fundamentalmente en el hígado y también 
en linfocitos, macrófagos y células del sistema linforreticular. Al ser activadas, interaccionan entre 
sí  de  forma  secuencial  originando  una  serie  de  reacciones  en  cascada  con  la  producción  de 
diferentes  fragmentos  proteicos,  capaz  de  ejercer  diversos  efectos  biológicos  entre  los  que 
destacan,  la  lisis  de membranas  celulares,  el  incremento  de  la  eficacia  fagocítica  celular  y  la 
inducción de reacción inflamatoria 97. 
El  sistema  del  complemento  desempeña  un  papel  muy  importante  en  la  respuesta 
inmunitaria  y  desde  luego  en  el  proceso  inflamatorio,  componente  inespecífico  de  dicha 
respuesta.  Las  proteínas  del  complemento  pertenecen  al  grupo  de  defensas  inmunitarias 
inespecíficas  del  organismo,  aunque  actúa  muy  integradamente  con  las  defensas  específicas 
adquiridas,  como  Igs, especialmente  la  IgG y  la  IgM. Durante el desarrollo de  la  inflamación  se 
incrementa la síntesis de estas, bajo la estimulación de citocinas, como la IL‐1 y el INF‐.  
Papel del complemento en el daño por I/R 
 
La  I/R es un potente  inductor de  la activación del  complemento.  La  reperfusión  tras  la 
isquemia  produce  la  activación  local  del  sistema  del  complemento  por  ambas  vías,  clásica  y 
alternativa,  además  de  llevar  a  la  producción  de  factores  quimiotácticos,  tales  como  el  C5a  y 
probablemente C3a, y a la expresión de las CAMs. 
La activación del complemento durante el daño por I/R puede producir daño tisular de un 
modo directo a  través del C5b‐9 o MAC pero, además, el C5b‐9 o MAC altera  la  función celular 
normal,  modulando  la  transcipción  de  genes  involucrados  en  la  codificación  de  mediadores 
proinflamatorios. 
Las  anafilotoxinas  C3a,  C4a  y  C5a,  poseen  una  importante  actividad  quimiotáctica, 
reclutan y estimulan  las  células  inflamatorias e  incrementan  la expresión de  las CAMs  como  la 
VCAM‐1,  la  ICAM‐1,  la  E‐selectina  y  la  P‐selectina  sobre  la  superficie  del  endotelio  y  de  los 
neutrófilos 97. La C5a es un factor quimiotáctico que estimula directamente la síntesis y secreción 
por parte de  los  leucocitos de  las citocinas como  IL‐1 e  IL‐6,  la proteína MIP‐1 y TNF‐α. La C3b 
toma  parte  en  la  adhesión  de  los  neutrófilos  sobre  el  endotelio.  El  sistema  del  complemento 
identifica  y  elimina  eficazmente  los  agentes  perjudiciales  así  como  las  células  dañadas.  La 
activación descontrolada del mismo  también puede contribuir al daño del  tejido. El sistema del 
                                                    Síndrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la 
Isquemia/Reperfusión y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina‐1. 
 
 
Página | 71 
complemento se activa en el riñón después de la I/R, y como resultado se produce una deposición 
de C3a lo largo de la membrana basal tubular y el aumento en la circulación de C3a. 
Se ha propuesto la inhibición del sistema del complemento para reducir el daño por I/R en 
modelos  experimentales  168.  En  un  modelo  experimental  de  daño  por  I/R  en  trasplante  la 
inhibición  del  componente  C5,  reduce  dicho  daño  169.  El  tratamiento  con  un  inhibidor  para  el 
factor  B  de  ratón,  un  componente  necesario  de  la  vía  alternativa,  evita  la  activación  del 
complemento en el  riñón después de  la  I/R y protege al  ratón de  la apoptosis y de  la necrosis 
tubular. El  Inhibidor del Complemento  (Crrγ),  se expresa  sobre  la membrana basolateral de  los 
túbulos proximales renales. Después de la I/R, se modifica la expresión tubular renal de Crrγ, para 
permitir la activación del complemento. Los ratones deficientes en Crrγ son más susceptibles a la 
isquemia confirmando un papel protector de la expresión de Crrγ. Un reciente estudio demuestra 
que  C3a  (el  primer  componente  de  la  vía  alternativa)  es  necesario  para  la  producción  de  la 
proteína MIP‐2/CXCL2 y de KC/CXCL1/IL‐8 por  las células epiteliales del túbulo proximal después 
de  la  I/R renal. Los antagonistas específicos del receptor de C3a disminuye significativamente  la 
producción de MIP‐2 y de KC, sin embargo el antagonista del receptor de C5a y la prevención de la 
formación del C5b‐9 o MAC no tienen un efecto significativo sobre la producción de MIP‐2 y KC170. 
 
5.2.2.3.‐ Sistema de la coagulación 
 
El grupo de proteínas plasmáticas que forman este sistema, pueden ser activadas por el 
factor  XII.  El  punto  final  es  la  transformación  del  fibrinógeno  en  fibrina,  con  liberación  de 
fibrinopéptidos  que  producen  aumento  de  la  permeabilidad  vascular  y  quimiotaxis  de  los 
leucocitos. 
El sistema fibrinolítico puede participar también en el fenómeno inflamatorio, a través de 
su relación con el sistema de  las cininas. La calicreína  transforma el plasminógeno en plasmina; 
ésta, además de disolver el coágulo de fibrina, actúa en el foco inflamatorio al iniciar la formación 
de bradicinina por activar el factor de Hageman, cerrando el ciclo de activación mutua de ambos 
sistemas. La plasmina puede también activar el sistema del complemento por  la vía alterna. Los 
productos de la degradación de la fibrina producen alteraciones de la permeabilidad 171. 
 
5.2.2.4.‐ Derivados del ácido araquidónico 
 
Prostaglandinas  y  leucotrienos. El ácido araquidónico es un ácido graso  insaturado que 
procede de la dieta o del metabolismo del ácido linoleico. 91 No se encuentra libre en las células, 
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sino formando parte de  los fosfolípidos de  la membrana celular. Para su utilización por  la célula, 
debe ser liberado de los fosfolípidos mediante la activación de una fosfolipasa. Esta activación se 
va a desencadenar mediante una serie de estímulos físicos, mecánicos o químicos (C5a). Una vez 
liberado, puede seguir dos vías metabólicas.(Figura 23) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  23.‐  Derivados  del  ácido 
araquidónico 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vía de la ciclooxigenasa 
 
La  vía de  la  ciclooxigenasa da  lugar a prostaglandinas, que  se  consideran hormonas de 
acción  local, corta y rápida que poseen varias actividades farmacológicas y regulan  las funciones 
celulares a través del sistema del AMP cíclico. En el foco inflamatorio, actúan como mediadores y 
reguladores de la inflamación; a veces con acciones antagónicas. La ciclooxigenasa transforma el 
ácido araquidónico en un endoperóxido, la PGG2, que es transformada por oxidación enzimática 
en PGH2. Ambas prostaglandinas producen agregación plaquetaria y contracción del músculo liso. 
La PGH se transforma en tres sustancias diversas según su localización: 
 PGI2 o prostaciclina, presente en la pared vascular y, más concretamente, en el endotelio. 
Es un potente inhibidor de la agregación plaquetaria y posee acción vasodilatadora. 
 Tromboxano A2, se  localiza en  las plaquetas. Tiene una acción muy corta con un efecto 
antagónico a la anterior: favorece la agregación plaquetaria y la vasoconstricción. 
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 PGE2,  PGD2  y  PGF2.  Son  otras  prostaglandinas más  estables  y  presentes  en  diversos 
tejidos.  Entre  sus  acciones destaca  la  vasodilatación.  Inducen  también  la  formación de 
colágeno y están implicadas en la aparición de la fiebre (PGE2) y el dolor. 
Se  han  descrito  dos  isoenzimas  de  ciclooxigenasa,  COX‐1  y  COX‐2.  Tienen  un  60%  de 
similitud  y  presentan  diferentes  propiedades  biológicas  y  farmacológicas.  COX‐1  es 
constitutivamente  expresada  en  la mayoría  de  los  tejidos  y  está  involucrada  en  la  producción 
fisiológica  de  las  prostaglandinas.  La  forma  inducible,  COX‐2,  está  presente  en  las  células 
expuestas  a  agentes  proinflamatorios,  incluyendo  citocinas,  y  es  expresada  en  procesos 
inflamatorios 172. La  inhibición de  la COX‐2 por AINES puede utilizarse como medida terapéutica, 
mientras que  la COX‐1 nos podría explicar  los efectos no deseados de  los AINES en estómago y 
riñón. 
Entre  las  propiedades  biológicas  de  la  prostaciclina,  se  encuentran,  además  de  las  ya 
citadas,  vasodilatación  y  antiagregación  plaquetaria.  Mantiene  el  flujo  sanguíneo  renal  (más 
importante en la médula que en el córtex) y la filtración glomerular, regulan la eliminación de Na+ 
y agua debido a su efecto tubular directo, más evidente en la porción gruesa del asa ascendente 
de Henle. Existe una importante interacción entre el NO y las PGS en la regulación aguda y a largo 
plazo  de  la  función  renal:  las  prostaglandinas  contribuyen  a mantener  la  hemodinámica  y  la 
función excretora renal cuando se reduce la producción de NO. 
El balance entre  la prostaciclina y el  tromboxano es un  factor  importante  respecto a  la 
modulación del daño producido por  la  I/R.  Inhibidores de  la  tromboxanosintasa pero no de  la 
ciclooxigenasa previenen del daño tras la isquemia renal. Se cree que es debido a la estimulación 
de la producción endógena de prostaglandinas vasodilatadoras (PGE1, PG2). 
Son numerosos los trabajos que indican que la administración de inhibidores de la síntesis 
del TXA2 tiene un efecto citoprotector en el daño por I/R no sólo en el riñón, sino también en el 
hígado y en páncreas  173. También,  la administración de análogos de  la prostaciclina atenuan el 
daño por I/R mejorando el flujo renal y la filtración glomerular, facilitando la recuperación de las 
células  tubulares dañadas a nivel  renal, mejorando  la microcirculación hepática y atenuando  la 
depleción energética y la lipoperoxidación.  
La  estimulación  de  los  receptores  de  las  células  endoteliales  por  serotonina  (5HT)  o 
adenosindifosfato  (ADP)  liberados  de  las  plaquetas,  trombina  y  bradiquinina,  o  sustancias 
liberadas por situaciones de estrés, activan  la célula que, a partir del ácido araquidónico, genera 
prostaciclina  (PGI2).  Esta,  relaja  el  músculo  liso  vascular  e  inhibe  la  agregación  plaquetaria 
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incrementando los niveles de AMPC 134. El aumento simultáneo de AMPC y GMPC, por parte de NO 
y de PGI2, hace que de forma sinérgica, estos  inhiban  la agregación plaquetaria. La hemoglobina 
inactiva al NO. (Figura 24) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24.‐Interacción entre el NO 
y  la  PGI2  y  aumento  de  AMPc 
yGMPc. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vía de la lipooxigenasa 
 
El ácido araquidónico, bajo  la acción de  la  lipooxigenasa, se  transforma en una serie de 
productos denominados leucotrienos. Estas sustancias pueden originarse también en macrófagos, 
células cebadas y otras células del tejido conjuntivo. 
Alguno de los leucotrienos (LTB4, LTD4, LTE4) produce broncoespasmo, vasoconstricción y 
aumento de  la permeabilidad. El  LTE4  tiene una acción  similar a  la histamina pero mucho más 
potente. Actúan sobre  los  leucocitos promoviendo su adherencia al endotelio y su extravasación 
al  espacio  tisular. Además,  el  LTB4  es  un  potente  quimiotáctico  para  neutrófilos,  eosinófilos  y 
monocitos y favorece la liberación de enzimas lisosómicas 174. 
 
5.2.2.5.‐ Factor activador de las plaquetas (PAF) 
 
Mediador derivado de  los fosfolípidos que ejerce una acción mucho más potente que  la 
histamina  sobre  la  permeabilidad  vascular  y,  a  concentraciones  bajas,  produce  vasodilatación. 
Produce agregación plaquetaria, aumento de la permeabilidad vascular, contracción del músculo 
liso,  activación  de  neutrófilos  y  además  aumento  de  la  adherencia  leucocitaria  al  endotelio, 
quimiotaxis, liberación de enzimas lisosomiales y broncoespasmo. El PAF pude ser producido por 
una serie de células como los basófilos, neutrófilos, monocitos y endotelio 175. En el riñón, aunque 
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las  células  endoteliales  son  capaces  de  producir  grandes  cantidades  de  PAF  son  las  células 
mesangiales,  las  que  van  a  producir mayores  cantidades  de  PAF  tanto  en  condiciones  basales 
como después de  la activación en respuesta a  la  isquemia o a sustancias tóxicas. En modelos de 
IRA, el PAF parece ser el responsable tanto de  las alteraciones hemodinámicas renales como de 
otras  alteraciones  asociadas  con  la  IRA.  Se  ha  demostrado  como  el  tratamiento  con  varios 
antagonistas de PAF protege  significativamente de  la  IRA  isquémica.  Los  riñones  reperfundidos 
con neutrófilos producen más PAF que los reperfundidos sin neutrófilos, y cuando los riñones se 
reperfunden  con  un  antagonista  del  PAF  se  observa  un  incremento  en  la  función  renal  con 
respecto  a  los  que  no  se  le  administra  el  antagonista,  lo  que  sugiere  que  los  neutrófilos 
contribuyen al daño renal por I/R através de mecanismos mediados por la liberación del PAF 176. 
Se ha demostrado que la endotelina induce la síntesis y liberación del PAF por las células 
endoteliales, al igual que otros vasoconstrictores como la angiotensina II y la vasopresina también 
involucrados en la IRA isquémica. 
En  cuanto  a  los  RLO,  el  peróxido  de  hidrógeno  produce  contracción  de  las  células 
mesangiales y fosforilación de la cadena ligera de la miosina y ambos efectos son disminuídos con 
antagonistas del PAF. El peróxido de hidrógeno también estimula la síntesis de PAF por las células 
mesangiales.  Por  ello,  el  posible  efecto  del  incremento  en  la  producción  de  RLO  sobre  la 
contracción  celular mesangial,  un  importante  determinante  de  la  reducción  del  coeficiente  de 
ultrafiltración y reducción de la TFG, podría ser mediado por la síntesis y liberación del PAF por el 
mesangio glomerular estimulado por los RLO. 
Todo esto sugiere que la generación del PAF local en respuesta a la isquemia o secundaria 
otros mediadores vasoactivos juega un papel muy importante en las alteraciones hemodinámicas 
renales e intraglomerulares en modelos experimentales de IRA isquémica 176. 
 
5.2.2.6.‐ Citocinas 
 
Son un grupo de polipéptidos producidos por varios  tipos de células, especialmente por 
monocitos, macrófagos,  linfocitos y células endoteliales. Bajo el  término citocina  se engloba un 
grupo heterogéneo de factores que, por motivos históricos, presenta una nomenclatura diversa y 
poco  esclarecedora,  bien  basada  en  el  tipo  celular  en  la  que  fueron  inicialmente  aisladas 
(monocinas, linfocinas) o bien por la primera acción descrita para cada una de ellas (oncoestatina, 
TNF), y que no siempre se corresponde con su acción principal. Pese a la complejidad y diversidad 
existente  entre  citocinas,  se  han  podido  establecer  unas  características  generales,  que,  aún 
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existiendo  excepciones,  ayudan  a  definir  que  factores  pueden  considerarse  citocinas, 
diferenciándolos de otros tipos de mediadores solubles como las hormonas. 
Las citocinas son proteínas generalmente secretadas, de bajo peso molecular y que son 
producidas  de  novo  en  respuesta  a  un  estímulo  inmune  y  su  secreción  suele  ser  breve. 
Normalmente  se  encuentran  en  concentraciones  muy  bajas,  aunque  en  determinados  casos 
puedan incrementarse notablemente los niveles en respuesta a agresiones 152. 
Su acción es en general autocrina (producen sus efectos en  las propias células donde se 
originan) o paracrina (producen sus efectos en las células vecinas), aunque en casos en los cuales 
hay  una  concentración  elevada  pueden  actuar  de manera  endocrina  (sobre  órganos  o  tejidos 
diana). De igual forma que otros factores peptídicos, las citocinas inician sus acciones mediante la 
unión a receptores de membrana específicos, habitualmente con una gran afinidad, lo que explica 
que se necesitan cantidades muy pequeñas para producir un efecto biológico. 
Es  también  muy  habitual  que  una  misma  citocina  presente  diversas  acciones 
(pleiotropismo)  así  como  que  se  den  acciones  redundantes  entre  diferentes  citocinas.  El 
pleiotropismo  puede  explicarse  por  la  existencia  de  receptores  para  una  misma  citocina  en 
diferentes tipos celulares y/o por la existencia de diferentes cascadas de señalización intracelular. 
La redundancia puede ser explicada, por lo menos en parte, por la existencia de receptores o vías 
de señalización compartidas por diferentes citocinas. En este sentido es importante comentar que 
la activación de las vías de señalización de las citocinas viene determinada por la formación de un 
complejo receptor inducido por el ligando, lo que inducirá a su vez la agrupación de las porciones 
citoplasmáticas de dos o más moléculas receptoras promoviendo el reclutamiento de los factores 
de señalización intracelular.  
Por último como consecuencia de toda esta variedad en  la señalización, es muy habitual 
encontrar  casos de antagonismo o  sinergismo en  las acciones de diferentes pares de  citocinas. 
Son muy importantes tanto en la iniciación como en la prolongación de la respuesta inflamatoria 
en la IRA 177. 
Muchas citocinas son  liberadas por  leucocitos y por células del  túbulo  renal en el  riñón 
dañado.Las citocinas y quimiocinas proinflamatorias INF‐γ, IL‐2, IL‐10, GM‐CSF, TGF‐β, CXCL1, IL‐6, 
MIP‐2  y MCP‐1  son  incrementados  en  el  riñón  isquémico  con  IRA  143.  En  la  actualidad  se  han 
descrito más de 20 citocinas. Detallaremos a continuación  las más  importantes relacionadas con 
el proceso inflamatorio en la reperfusión 178. 
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Interleucina‐1 (IL‐1) 
 
Es  un  polipéptido  del  que  se  conocen  dos  formas moleculares,   y  ,  codificadas  por 
genes  localizados en el cromosoma 2. La homología entre ambas  formas de  IL‐1 únicamente es 
del 26%, pero interaccionan con el mismo receptor y comparten muchas actividades biológicas. 
Es producida por macrófagos, células endoteliales, células mesangiales, fibroblastos, y por 
otros tipos celulares relacionados con la respuesta inmune (linfocitos B, células NK, etc.). 
Dentro de la respuesta inflamatoria destacamos las siguientes funciones: 
 Es capaz de activar los macrófagos, siendo también producida por ellos, por lo que es uno 
de los mecanismos de autoactivación macrofágica. 
 Aumenta la producción de prostaglandinas y la actividad citotóxica del macrófago. 
 Junto a otras citocinas, factores de crecimiento y el factor estimulador de la monopoyesis 
(FEM) liberados en el foco inflamatorio, incrementan la actividad de la médula ósea para 
aumentar la producción de la serie blanca. 
 Estimula a células endoteliales, fibroblastos,  linfocitos, etc.  incrementando  la producción 
de diferentes factores de crecimiento (GM‐CSF, G‐CSF, M‐CSF, etc.). 
 Induce la proliferación de los fibroblastos. 
 Actuando  sobre  el  hipotálamo  incrementa  la  producción  de  la  prostaglandina  PGE2, 
apareciendo así fiebre y dolor. 
 Provoca el aumento de la expresión de diferentes CAMs sobre las células endoteliales. 
 Aumenta  la producción de moléculas de Clase  II del MHC y provoca  la activación de  la 
ciclooxigenasa. 
 Causa la activación de la iNOS incrementando así la producción de óxido nítrico. 
La  activación  de  la  citocina  IL‐1β  e  IL‐18  se  lleva  a  cabo  a  través  de  la  caspasa 
proinflamatoria,  caspasa‐1.  Los  ratones  deficientes  en  IL‐1β  están  protegidos  del  daño  renal 
agudo por isquemia 179. 
La acción de  IL‐1 se  inhibe  fisiológicamente por el antagonista del  receptor de  IL‐1  (IL1‐
RA)180.  En  un modelo  de  isquemia  reperfusión  renal  en  rata,  se  observó  que  en  los  animales 
tratados con  IL1‐RA el daño renal,  la  infiltración neutrofílica y el número de células apoptóticas, 
eran mucho menores comparadolas con el grupo control 181. 
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Interleucina‐18 (IL‐18) 
 
IL‐18  es  una  citocina  proinflamatoria  producida  por  los  túbulos  proximales,  linfocitos, 
neutrófilos, y macrófagos  182 en situaciones de daño  renal agudo producido por  la  isquemia. La 
activación  de  IL‐18  por  caspasa‐1  tiene  como  resultado  la  activación  de  varias  citocinas  y 
quimiocinas, activación de las T helper cell, y la proliferación de linfocitos. Se ha demostrado que 
los ratones deficientes en caspasa‐1 están funcionalmente e histológicamente protegidos contra 
el  daño  isquémico  y  esta  protección  está  asociada  con  una  disminución  en  la  conversión  del 
precursor de IL‐18 a la forma madura en el riñón. También han observado como la administración 
de inhibidores de IL‐18 protege contra la IRA por isquemia 182. 
Interleucina‐6 (IL‐6) 
 
Es  una  glicoproteína  producida  por  diversos  tipos  celulares  entre  los  que  se  incluyen 
macrófagos,  fibroblastos,  células  endoteliales  y  linfocitos  T.  Su  producción  en  el  proceso 
inflamatorio induce activación de los monocitos y disminución de la producción de otras citocinas 
como  IL‐1  y  TNF‐,  es  una  de  las  citocinas  más  importantes  en  la  regulación  negativa  del 
fenómeno inflamatorio. También posee una relevante función reguladora sobre la diferenciación 
de los linfocitos B, y parece que modula la activación de las células T. 
La  IL‐6  es  una  citocina  pleiotrópica  y  se  ha  descrito  que  posee  propiedades  tanto 
proinflamatorias como antiinflamatorias. Se ha demostrado que IL‐6 actúa como regulador tanto 
en la IRA isquémica 183 como en el daño pulmonar en ratones con IRA 184. Los mecanismos por los 
cuales se llevan a cabo los efectos de IL‐6 en la IRA isquémica podrían ser por trans‐señalización y 
por activación de STAT‐3 en células tubulares renales. 
Interleucina‐10 (IL‐10) 
 
Es producida, entre otros, por macrófagos y células T. Entre sus funciones en la respuesta 
inflamatoria  destacamos  la  capacidad  de  activar  o  inhibir  los macrófagos  (dependiendo  de  su 
concentración)  convirtiéndose,  junto  con  la  IL‐6  en  otra  de  las  citocinas  moduladoras  del 
fenómeno  inflamatorio.  Parece  que  también  ejerce  su  acción  estimulando  la  proliferación  de 
células B y T, tanto maduras como inmaduras. 
La  IL‐10  es  una  potente  citocina  antiinflamatoria  que  inhibe  la  inflamación  y  las  vías 
citotóxicas implicadas en el daño renal agudo. IL‐10 podría actuar en parte, por la inhibición en la 
activación de genes implicados en la activación de leucocitos y moléculas de adhesión 185. 
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Factor de necrosis tumoral (TNF) 
 
Es una  citocina  segregada  fundamentalmente por  los monocitos  y macrófagos,  aunque 
también la pueden producir los linfocitos T y las células NK, cuyo gen se localiza en el cromosoma 
6. Presenta dos formas la  y la  que aunque poseen funciones similares (en  la inflamación) las 
desarrollan con diferente intensidad. 
Dentro del fenómeno inflamatorio destacamos las siguientes funciones del TNF: 186 
 Es capaz de activar  los macrófagos, y al ser también producida por ellos se convierte en 
uno de los mecanismos de autoactivación macrofágica. 
 Junto a otras citocinas, factores de crecimiento y el factor estimulador de la monopoyesis 
(FEM) liberados en el foco inflamatorio, incrementan la actividad de la médula ósea para 
aumentar la producción de la serie blanca. 
 Estimula a células endoteliales, fibroblastos,  linfocitos, etc.  incrementando  la producción 
de diferentes factores de crecimiento (GM‐CSF, G‐CSF, M‐CSF, etc.). 
 Induce la proliferación de los fibroblastos. 
 Actuando  sobre  el  hipotálamo  incrementa  la  producción  de  la  prostaglandina  PGE2, 
apareciendo así fiebre y dolor. 
 Provoca el aumento de la expresión de diferentes CAMs como veremos más adelante. 
 Aumenta  la producción de moléculas de Clase  II del MHC y provoca  la activación de  la 
ciclooxigenasa. 
 Causa la activación de la iNOS incrementando así la producción de óxido nítrico. 
 Incrementa la producción de RLO especialmente del anión superóxido 187. 
 Estimula la síntesis de PAF. 
Se ha demostrado que TNF‐α está involucrado en la apoptosis despues de la I/R 188 y que 
p38 de la vía MAPK y NF‐κβ son cruciales para la producción de TNF‐α y la apoptosis mediada por 
TNF‐α 189. 
Interferón (INF) 
 
En la actualidad, y por los progresos conseguidos en el clonaje de los genes que codifican 
los  diferentes  polipéptidos  que  forman  esta  familia  molecular,  se  identifican  tres  clases  de 
interferones, denominados alfa, beta y gamma (, , ). El  y el  forman el previamente llamado 
INF de tipo 1 y los producen con preferencia los leucocitos y fibroblastos, respectivamente. El INF‐
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,  es  segregado  por  los  macrófagos,  linfocitos  T  y  por  las  células  NK,  es  el  anteriormente 
denominado de tipo 2 o inmune que tiene una importante actuación en la respuesta inflamatoria. 
Los  INF‐ y  ‐ comparten una homología de al menos el 30% en su estructura proteica 
primaria; sin embargo,  la secuencia de aminoácidos del  INF‐ no guarda ninguna relación con  la 
de  los  otros  dos  tipos  citados  previamente.  El  INF‐  es  una  glicoproteína  cuya  síntesis  está 
codificada por un gen  localizado en el cromosoma 12. Hasta  la actualidad, se han caracterizados 
dos  formas moleculares  diferentes.  Dentro  de  sus  acciones  en  la  inflamación  destacamos  el 
aumento  de  la  producción  de macrófagos  y  su  activación  y  el  incremento  de  la  expresión  de 
diferentes moléculas  de  adhesión  celular  como  veremos  posteriormente.  Sus  funciones  en  el 
sistema  inmunitario  son  de  gran  importancia,  regulando  la  función  de  diferentes  células  del 
mismo como los linfocitos T y B, las células NK y los ya comentados macrófagos 86,95. 
 
5.2.2.7.‐ Productos lisosómicos de los leucocitos 
 
La liberación de las sustancias contenidas en los lisosomas de las células que forman parte 
del  exudado  inflamatorio,  neutrófilos  y  monocitos,  puede  contribuir  al  mantenimiento  de  la 
respuesta  inflamatoria  e  inducir  la  destrucción  tisular  que  aparece  después  de  la  reperfusión. 
Dentro de este grupo tenemos a las proteínas catiónicas que aumentan la permeabilidad vascular 
y  tienen  poder  quimiotáctico  para  los monocitos;  las  proteasas  neutras  que  pueden  degradar 
sustancias  extracelulares  (colágeno,  membranas  basales,  fibrina,  elastina,  etc.)  y  activar 
directamente el C3 y C5 y;  las proteasas ácidas que degradan  las proteínas en un medio ácido. 
Todas  estas  enzimas  son  inhibidas  por  antiproteasas  dentro  de  las  cuales  tenemos  a  la  alfa‐1 
antitripsina que es el principal inhibidor de la elastasa de los neutrófilos. 
 
5.2.2.8.‐ Quimiocinas 
 
Las quimiocinas son un gran subgrupo de moléculas que actúan como quimioatrayente en 
el reclutamiento de leucocitos en la inflamación y en la regulación de la respuesta inmune de los 
linfocitos T (T helper‐1 y T helper‐2). 
Las quimiocinas han sido divididas en cuatro subfamilias CXC, CC, C y CX3C de acuerdo con 
el número y separación en sus secuencias de los residos de cisteínas conservados. 
Las quimiocinas son inducidas por citocinas (TNF‐α e IL‐1β), activación del complemento, 
especies reactivas del oxígeno, NFkB y vías de señalización relacionadas con receptores tipo Toll 
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(TLR)158,190. Se ha  investigado sobre quimiocinas y receptores de quimiocinas que contribuyen en 
el daño del tejido en modelos animales de enfermedades renales inflamatorias. 
El receptor de quimiocinas CCR1 regula el tráfico de macrófagos y neutrófilos al riñón en 
un  modelo  de  daño  por  I/R  renal  en  ratón158,190.  Los  ratones  wild‐type  pretratados  con  el 
antagonista  específico  de  CCR1  (BX471)  y  los  ratones  deficientes  en  el  receptor  CCR1  tienen 
menos  neutrófilos  y macrófagos  que  los  controles.  También  los  ratones  deficientes  en  CCR1 
tienen reducido el  índice de  los  ligandos de CCR1, el  ligando CCL3 (MIP‐1α) y CCL5 (RANTES). La 
quimiocina  fractalquina  fue  la primera quimiocina‐CX3C que se describió. Se expresa como una 
molécula  transmembrana  y  su  expresión  en  células  endoteliales  se  induce  por  citocinas 
inflamatorias  como  TNF‐α,  IL‐1  y  el  IFN‐ o  el  ligando CD40.  La  fractalquina  soluble puede  ser 
liberada de la superficie de la célula por proteólisis exhibiendo actividad quimiotáctica eficiente.El 
receptor de  fractalquina  (CX3CR1)  se  expresa  en  los  linfocitos natural  killer  (NK), monocitos,  y 
algunos linfocitos T CD8+. La fractalquina cumple una función dual en el proceso de extravasación 
de leucocitos actuando a la vez como molécula de adhesión y como quimiocina. 
La  interacción  entre  la  fractalquina  y  CX3CR1,  puede  producir  la  adhesión  celular  sin 
involucrar a las selectinas, pudiendo también producir el proceso de transducción de señales para 
la activación de las integrinas. Es un importante quimiotrayente para células NK y monocitos pero 
no para neutrófilos. 
En  la  IRA  isquémica  su  expresión  está  incrementada  en  el  endotelio  de  grandes  vasos 
sanguíneos,  capilares  y  glomérulos  y  la  inhibición  del  receptor  de  la  fractalquina  disminuye  el 
daño 142. 
CXCL1  (también  conocido  como  KC  o  IL‐8),  un  prototipo  de  quimiocina  CXC,  es  un 
quimiotractante y atrayente tanto neutrofílico como de  linfocitos T al  lugar de  la  inflamación. El 
CXCL1 se sintetiza en monocitos/macrófagos, fibroblastos, queratinocitos, y células endoteliales. 
CXCL1 se une a  los receptores de quimiocinas CXCR1 y CXCR2. En un modelo de trasplante renal 
en rata, un  inhibidor de CXCR2 previene de  la  infiltración de granulocitos en el riñón y previene 
del deterioro de la función renal. 
Se  ha  demostrado  anteriormente  que  CXCL1  está  incrementado  en  riñón  en  la  IRA 
isquémica  143.  Hay  estudios  que  sugieren  que  CXCL1  es  un mediador  de  la  IRA  isquémica.  La 
administración de un inhibidor de CXCL1 en ratón disminuye la infiltración neutrofílica en el riñón 
y lo protege del daño renal isquémico agudo. En IRA isquémica CXCL1 se detectó en macrófagos y 
células epiteliales tubulares. Se ha demostrado que la reducción de los macrófagos protege contra 
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la  IRA  isquémica  en  ratón  y  el mecanismo  protector  podría  ser  debido  a  la  inhibición  de  la 
producción de CXCL1 por  los macrófagos en  la  IRA  isquémica, ya que se ha demostrado que  los 
macrófagos son la fuente principal de CXCL1 en el riñón tras la IRA isquémica 191. 
 
5.2.2.9.‐ Radicales libres del oxígeno (RLO) 
 
La acción directa contra  los RLO sería un blanco  terapeútico en  la disminución del daño 
por  reperfusión.  La  administración  de  antioxidantes  endógenos  está  siendo  estudiado 
ampliamente en la prevención del daño por I/R. En estudios in vivo 123 la administración durante la 
reperfusión  de  enzimas  como,  la  superóxido  dismutasa  o  la  catalasa,  o  de  agentes  quelantes 
como deferoxamina o manitol, agentes antioxidantes como vitaminas C y E o  inhibidores de  la 
xantino  oxidasa,  como  alopurinol,  disminuye  el  impacto  de  los  RLO.  Sin  embargo,  estudios  en 
humanos muestran resultados menos claros, lo cual limita su uso terapeútico 192. 
 
5.2.2.10.‐ Óxido nítrico (NO) 
 
El  NO  es  una  molécula  que  tiene  una  variedad  de  efectos  en  función  de  las 
concentraciones relativas de NO y las del medio circundante en el que se ha producido el NO. Se 
llevan a cabo tanto efectos directos del NO que están mediadas por si mismo, y efectos indirectos 
del NO que están mediados por las especies reactivas de nitrógeno producidos por la interacción 
del NO con  anión superóxido o con oxígeno. 
Los mecanismos moleculares que median las actividades biológicas de  se puede dividir en 
tres  categorías.  En  primer  lugar,  el NO  reacciona  fácilmente  con   metales  de  transición,  tales 
como hierro, cobre y zinc. Estos metales son abundantes en grupos prostéticos de  las enzimas y 
otras proteínas, y por ese mecanismo, el NO regula la actividad de varias enzimas.  
En  segundo  lugar,  el  NO  es  capaz  de  inducir  la  formación  de  S‐nitrosotioles  en  una 
reacción  llamada S‐nitrosilación. Se ha demostrado que  la Nitrosilación modifica  la actividad de 
varias proteínas que participan en mecanismos de regulación celulares 193. 
En tercer  lugar, el NO reacciona muy rápidamente con el anión superóxido (O2‐) y como 
resultado  la  formación  de  peroxinitritos  (ONOO‐).El  primer mecanismo  representa  los  efectos 
directos de NO y los dos últimos mecanismos se conocen como efectos indirectos del NO. A bajas 
concentraciones  de  NO  (<1µM),  los  efectos  directos  predominan,  mientras  que  a  mayor 
concentraciones (>1µM), los efectos indirectos van a ser más importantes 193. 
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Muchas investigaciones sobre el papel del NO en el fenómeno inflamatorio le otorgan un 
efecto protector. Ahora bien, el balance final de su actividad, los diferentes caminos en los que se 
encuentra implicado y los efectos que pudiese ejercer, aún no están completamente dilucidados y 
son tema de la controversia 194. 
Entre los efectos beneficiosos, parecen demostrados los siguientes (Tabla IV): 
 Es un potente vasodilatador al traducir la señal desde la célula endotelial a la musculatura 
lisa vascular gracias a  la difusibilidad del NO y actuar sobre  la guanilatociclasa citosólica 
presente en el  interior del músculo  liso. Esta enzima produce GMPc, el cual media una 
señal de  transducción en el músculo  liso, disminuye  la  concentración de Ca2+  citosólico 
libre y produce vasorrelajación 194. 
 Inhibe  la  adhesión  y  agregación  plaquetaria  mediante  el  incremento  de  los  niveles 
intracelulares de GMPc, evitando así la trombosis del vaso 195. 
 Hace  disminuir  la  concentración  de  calcio  intracelular  [Ca2+]i,  acumulado  durante  el 
proceso inflamatorio.  
 Bloquea la adherencia y posible migración de los monocitos, hecho demostrado “in vitro”. 
 Inhibe  la activación neutrofílica que conduce a  la adhesión celular al endotelio, así como 
la  generación  de  RLO;  además  bloquea  la  liberación  de  productos  con  acciones 
vasoconstrictoras, citotóxicas y multiplicadoras de  la reacción  inflamatoria (leucotrienos, 
citocinas, prostaglandinas, etc.) y parece ejercer un efecto citoprotector directo sobre las 
células endoteliales. 196 
En relación con estos aspectos, cabe destacar que: 
 Algunos  autores  le  otorgan  además  un  efecto  directo  sobre  la  adhesión  celular.  Al 
bloquear la producción de NO, se producirá un incremento en la expresión de ICAM‐1 en 
las células endoteliales y, cuando se  induce la producción de NO, disminuye la expresión 
de ICAM‐1. 
 Se  ha  demostrado  como  el  NO  inhibe  directamente  la  NADPH‐oxidasa,  inhibiendo 
entonces la producción de RLO por parte de los neutrófilos. 195 
 Al  reaccionar  con el anión  superóxido, genera peroxinitritos que  son  transformados en 
nitratos con la liberación del radical hidroxilo. Esta actuación inactiva los efectos directos 
del anión superóxido. 197 
 Modula las hemoproteínas que pueden actuar como receptores de los RLO. 
 Actúa como un mensajero intracelular sin requerir transportador de membrana. 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
 
 
Página | 84 
 Es un protector de la mucosa intestinal, favoreciendo la función de barrera. 
 
Tabla IV.‐Algunas de las acciones biomoleculares del NO 
 
DIANA  RESPUESTA 
Guanilato ciclasa. 
Plaquetas. 
 
Células musculares lisas. 
Elevación del GMPc. 
Inhibición de la agregación y adhesión. 
Relajación. 
Leucocitos.  Inhibición de la NADH‐oxidasa y activación de la prostaglandin‐
sintetasa. 
Radicales libres.  “Barrendero” formando peroxinitritos.
Metaloproteínas.  A altas concentraciones, inhibición diresta de la citocromo C 
oxidasa y otros enzimas que las contienen. 
Lípidos.  Formación de peróxidos lipídicos, a través de su descomposición, 
para formar productos lipídicos vasoactivos. 
 
La modulación  de  la  producción  endógena  de  NO, mediante  la  administración  de  su 
precursor, la L‐arginina, puede conducir a una disminución del daño en los tejidos isquémicos que 
son  reperfundidos.  En  experiencias  consistentes  en  la  administración  de  NO  exógeno,  se  ha 
observado una disminución de  la actividad de  la enzima neutrofílica mieloperoxidasa  (marcador 
sensible  de  la  infiltración  neutrofílica),  un  mantenimiento  de  los  requerimientos  locales  de 
oxígeno  (sin  ejercer  acción  alguna  sobre  la  situación  hemodinámica  sistémica  o  local  en  el 
transcurso  del  proceso  inflamatorio,  aunque  este  hecho  contradice  los  hallazgos  de  algunos 
autores  que  en  modelos  de  I/R  intestinal,  el  NO  genera  una  reducción  de  las  resistencias 
vasculares periféricas produciendo una marcada hipotensión que  incrementa el daño) y también 
se ha comprobado una disminución de la producción de RLO y de citocinas proinflamatorias. 
Se ha considerado que esos efectos contrarios podrían deberse a un exceso de producción 
de  NO,  a  su  vez  secundaria  a  la  estimulación  de  la  producción  de  la  iNOS  en  las  células 
endoteliales y en los macrófagos 198. La expresión de eNOS está incrementada durante la I/R renal, 
sin  embargo,  está  reducida  su  actividad,  posiblemente  debido  a  altas  concentraciones  de NO 
generadas por la iNOS que contribuyen a la disfunción y al daño provocando vasoconstricción en 
la circulación  renal. Además de  reducirse  la actividad de eNOS  se  incrementa  la producción de 
endotelina‐1 provocando vasoconstricción 199. Recientes estudios demuestran la capacidad del NO 
de  reducir  la  producción  excesiva  de  endotelina‐1  durante  la  I/R  renal  ejerciendo  sus  efectos 
protectores  199.  En modelos  de  I/R  renal,  se  ha  comprobado  como  el NO  juega  un  papel muy 
importante  en  la  regulación  del  flujo  renal,  así  como  en  la  excreción  de Na+  y H2O2  tanto  en 
condiciones fisiológicas como durante el fallo renal agudo secundario a I/R. (Figura.25) 
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Figura  25.‐  Posible mecanismo  de  acción 
del NO en la inflamación 
 
 
 
 
 
 
 
Hay evidencias en modelos experimentales de trasplante renal que muestran que el NO 
tiene un papel clave en el trasplante renal y en fenómeno de rechazo agudo. El NO puede jugar un 
importante papel en la protección del órgano contra el daño vascular y ser una molécula clave en 
la reparación tisular tras el daño por I/R o por el contrario, puede predominar su acción citotóxica 
199. (Figura 26) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26.‐ Infiltración de monocitos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
El juicio sobre las distintas acciones del NO en el proceso de I/R, ha evolucionado con los 
hallazgos  de  las  distintas  investigaciones.  Las  primeras  publicaciones  describen  sus  efectos 
eminentemente perjudiciales, según los resultados inicialmente obtenidos en estudios realizados 
sobre cultivos celulares y tejidos. 
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El  carácter  lesivo del NO, parece estar en  relación  con  la  formación de  los peroxinitros 
que,  al  reaccionar  con  el  anión  superóxido,  condicionan  la  lipoperoxidación de  las membranas 
celulares; demostrado por distintos autores 200. 
El conocimiento a escala molecular de las fuentes de producción de NO y sus papeles en 
el  transcurso de  la  inflamación durante el  fenómeno de  I/R han  ido poniendo de manifiesto un 
comportamiento distinto en  función de  la enzima productora,  su cantidad y el momento de  su 
liberación o administración; así por ejemplo, sobre un modelo de I/R en riñón de rata, se describe 
su  producción mantenida  a  bajos  niveles  por  la  cNOS,  y  se  correlaciona  con  una  importante 
mejora  de  la  función  renal  201,202.  La  elevadísima  producción  de  NO  por  la  iNOS,  estimulada 
durante el proceso  inflamatorio, parece ser altamente  lesivo. Por el contrario,  la tasa  fisiológica 
de  producción  a  bajas  dosis  por  parte  de  la  cNOS  parece  jugar  un  papel  predominantemente 
protector y modulador de  la  respuesta  inflamatoria; esa producción basal es  la que  justifica  su 
efecto protector, descrito en trabajos sobre I/R renal en ratas 102,203. 
Por otra parte, el desequilibrio entre  la expresión y  la actividad de eNOS e  iNOS es muy 
importante en  la patofisiología de  la  IRA, que se asocia a una disminución en  la actividad de  la 
eNOS y a un incremento importante en la expresión de iNOS 204. 
Algunos  investigadores  han  demostrado  que  las  bajas  concentraciones  (µM)  de  NO 
generadas  directamente  por  donadores  de  NO  (Molsidomina,  trinitrato  glicerol,  nitroprusiato 
sódico y otros) o de la L‐arginina, pueden proteger el riñón contra el daño por I/R 75,102,205. 
 
 
 
5.3.‐ Factores de transcripción 
 
 
 
5.3.1.‐ El factor de transcripción inducible por hipoxia 
 
 
Las  células  no  sólo  producen  factores  nocivos  para  promover  la  muerte  celular  y  la 
inflamación  durante  la  hipoxia,  sino  que  también  forman  factores  de  protección  para  poder 
sobrevivir a los episodios de hipoxia. Aquí el factor de transcripción inducible por hipoxia‐1, (HIF‐
1),  juega un papel  importante 162. Curiosamente, el sistema de HIF‐1 no sólo puede activarse en 
condiciones de hipoxia, sino también en condiciones inflamatorias. 
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El HIF es una proteína ubicua y heterodimérica compuesto por dos subunidades: HIF‐1a y 
HIF‐1b.  En  una  situación  de  normoxia,  HIF‐1a  se  degrada  por  hidroxilación  y  es  destruido, 
mientras que  cuando  se encuentra en una  situación de  falta de oxígeno  como es el  caso de  la 
hipoxia, HIF‐1a no se degrada, sino que uniéndose a HIF‐1b da lugar a HIF y es cuando realmente 
induce  la  activación  y  estimulación  de  diferentes  genes.  En  este momento  son más  de  24  los 
genes regulados por HIF‐1 pero parece que pueden ser muchos más 206,207. 
Dependiendo del  tipo celular en el que se produzca  la  inflamación, el HIF puede actuar 
como proinflamatorio o como antiinflamatorio 208. Básicamente los niveles celulares de HIF‐1 son 
bajos  en  condiciones  normales,  mientras  que  aumentan  progresivamente  en  condiciones  de 
hipoxia para aumentar  la angiogénesis, eritropoyesis, control vasomotor de  los vasos y altera el 
metabolismo celular, así como  los programas de supervivencia con el fin de proteger  las células 
contra los efectos de la hipoxia 209. 
 
 
5.3.2.‐ El factor de transcripción B (NF‐B) 
 
 
El  NF‐B,  es  una  familia  de  factores  de  transcripción  con  importantes  funciones  en 
diversos  procesos  fisiológicos  y  patológicos,  y  en  la  respuesta  celular  a  la  hipoxia,  estrés  e 
isquemia. Además el papel de NF‐B en la inflamación se ha demostrado con estudios genéticos e 
inhibidores químicos, y ha  sido punto  focal de atención en el  intento de comprender cómo  las 
señales extracelulares inducen la expresión específica de grupos de genes 210. 
El NF‐B forma parte de la familia Rel de factores transcripcionales, constituida por cinco 
proteínas que contienen dominios homólogos y que forman entre ellas homo o heterodímeros 211. 
Estas proteínas  son: p50  (NF‐B1 y  su precursor p105), p52  (NF‐B2 y  su precursor p100), p65 
(también  llamado RelA),  c‐Rel y RelB; que están caracterizados por  la presencia de un dominio 
homólogo  N‐terminal,  denominado  Rel  (RHD),  responsable  tanto  de  la  homo  como 
heterodimerización, así como de  la unión a  la  secuencia específica del DNA. RelA, c‐Rel, y RelB 
también contienen un dominio C‐terminal de activación de la transcripción (TAD), sin embargo las 
subunidades p52 y p50 no tienen el dominio TAD y  la transcripción  la  llevan a cabo por  la unión 
con otros factores que regulan la transcripción 210. 
La  formación  del  homodímero  o  heterodímero  es  determinante  en  la  actividad 
transcripcional, en los promotores de los genes diana. El heterodímero p50/p65 es el más común 
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y  su actividad  transcripcional ocurre gracias a  la proteína p65. Aunque  los homodímeros p50 y 
p52 no poseen actividad  transcripcional, pueden estimular  la  transcripción cuando se unen a  la 
proteína nuclear BCL‐3 212. 
Los  precursores  p105  y  p100,  procesados  por  el  proteosoma,  dan  lugar  a  las  formas 
activas p50 y p52 respectivamente. 
 
 
5.3.2.1‐ Proteínas IBs 
 
En células que no han  sido activadas, el NF‐B  se encuentra en el citoplasma en  forma 
inactiva debido a la asociación con las proteínas inhibitorias (IBs) 210. 
Las  proteínas  IBs  se  caracterizan  por  tener  secuencias  repetidas  de  ankirina  que  son 
esenciales para su interacción con los dímeros de NF‐B, y comprenden tres grupos funcionales: 
 Las proteínas  IB  típicas  IBα,  IBβ  e  IBε,  212 que  se  encuentran  en  el  citoplasma de 
células no estimuladas y bajo un estímulo se produce la degradación y resíntesis. 
 Las  proteínas  precursoras  p100  y  p105  que  pueden  ser  procesadas  para  formar  los 
miembros de la familia NF‐B, p52 y p50, respectivamente, o pueden ser degradadas. 
 Y las proteínas atípicas IBζ, BCL‐3 y IBNS, que generalmente no se expresan en células 
no activadas, pero una vez activadas llevan a cabo sus efectos en el núcleo. 
Aunque los IBs son similares en su estructura, cada uno de ellos tiene preferencia en sus 
propias uniones:  la  clásica  (el heterodímero RelA/p50) predominantemente  regulados por  IBα 
(miembro de la familia IB mejor estudiado), y por otra parte, IB‐ε, regula preferencialmente la 
unión  RelA/RelA,  así  como  los  dímeros  c‐Rel/RelA.  IB‐β  es  el menos  conocido,  aunque  se  ha 
demostrado que se une al heterodímero RelA/p50 asociado con sitios B sobre el DNA, sugiriendo 
que  podría  regular  su  función  nuclear.  Las  tres  IBs  tienen  distintas  cinéticas  en  cuanto  a  la 
degradación por el proteosoma una vez estimuladas.  IB‐α, es degradada más rápidamente que 
IB‐β  e  IB‐ε,  en  respuesta  a  estímulos  inflamatorios  como  LPS  y  TNF‐α  y  es  resintetizada  de 
manera NF‐B dependiente para constituir un circuito de retroalimentación negativa en el cual se 
sintetiza nuevamente IB‐α, entra en el núcleo para unirse al heterodímero RelA/p50 y vuelve al 
citoplasma  de  manera  rápida  y  contínua.  Por  lo  tanto,  la  ausencia  de  IB‐α  deteriora  la 
terminación de la actividad de NF‐B seguida de la estimulación con LPS y TNF‐α 213. En cuanto a 
IB‐β e IB‐ε tanto la resíntesis como la degradación se produce con una cinética menor. 
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Las  proteínas  atípicas  IBζ,  BCL‐3  y  IBNS  tienen  una  regulación  y  funciones  muy 
diferentes 212. 
 
 
5.3.2.2‐ Proteínas IKKs 
 
 
La familia de las cinasas de los inhibidores de NF‐B (IKKs) está constituida por IKKα, IKKβ 
e IKKy también llamado [modulador esencial de NF‐B (NEMO)]. Los inductores de NF‐B, a través 
de  diferentes  receptores  y  proteínas  adaptadoras,  desencadenan  señales  que  convergen  en  la 
activación  del  complejo  IKK.  El  mecanismo  por  el  cual  el  complejo  IKK  es  activado  es  muy 
complejo y es diferente dependiendo del tipo de estímulo que lo active 214. 
Los  homodímeros  o  heterodímeros  de  IKKα  o  IKKβ  fosforilan  a  las  proteínas  IB, 
induciendo  su ubiquitinación y degradación por el proteosoma permitiendo así  la  liberación de 
NF‐B que se transloca a núcleo 215. 
Aunque  otras  cinasas  están  involucradas  en  la  fosforilación  de  las  IBs,  las  IKKs  se 
caracterizan por  la  rapidez de  su  activación,  la  acción  simultánea  sobre  ambos  residuos de  las 
Serinas (Ser) en las IBs y una preferencia por las Ser en relación a las treoninas (Thr). 
En la literatura está bien establecido que el NF‐B es activado por una amplia variedad de 
estímulos, que incluyen agentes biológicos como lipopolisacáridos, citocinas inflamatorias, ésteres 
de  forbol y estímulos  citotóxicos  como agentes de quimioterapia,  luz ultravioleta y  radiaciones 
ionizantes entre otros 216. 
Dado  que  existen  tantos  activadores  de  NF‐B,  es  de  esperar  que  este  factor  de 
transcripción controle diversos genes y se encuentre  involucrado en varios procesos biológicos y 
enfermedades,  incluyendo desarrollo embriológico,  respuesta  inmune,  respuestas  inflamatorias, 
proliferación, cáncer, arteriosclerosis entre otras. 
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 Figura 27.‐ En condiciones normales, NFB (p65‐p50) se encuentra atrapado en el citoplasma, 
formando un complejo inactivo con la subunidad inhibitoria IB. Después de su activación, IB es 
primero fosforilada y posteriormente ubiquitinizada. El fosfato verde significa fosforilación que tiene 
como resultado una regulación negativa de la proteína fosforilada, mientras que el fosfato gris indica 
activación. 
 
5.3.2.3‐ Vías de señalización 
 
 
Vía clásica o canónica 
La  vía  de  señalización más  importante  y mejor  estudiada,  utilizada  por  la mayoría  de 
estímulos es la clásica, la cual se lleva a cabo principalmente por los heterodímeros RelA/p50 y c‐
Rel/p50. Esta vía se centra en la activación del complejo trimérico de la IB cinasa (IKK), complejo 
formado  como  ya  hemos  dicho  de  dos  subunidades  catalíticas  (IKK‐β,  IKK‐α)  y  una  subunidad 
reguladora NEMO 214. 
Una vez que el complejo  IKK es activado, se  fosforila  la  IB‐α en  la Ser32 y en  la Ser36, 
llevando a su poliubiquitinación y su posterior degradación por el proteosoma 26S, permitiendo 
así,  la  liberación de NF‐B (representada principalmente por  los heterodímeros p65/p50) que se 
transloca al núcleo, donde actúa como un factor de transcripción mediante la unión a secuencias 
de DNA conocidas como sitios B, para  llevar a cabo  la transcripción de genes específicos, entre 
ellos, genes de aproximadamente 27 citocinas y quimiocinas, moléculas de adhesión, receptores 
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de citocinas, moléculas de histocompatibilidad y otras, incluyendo el de IB‐α como hemos dicho 
anteriormente, el  cual  facilita  la  terminación de  la  respuesta  transcripcional por  la unión  a  los 
dímeros de NF‐B en el citoplasma 210.Los genes regulados por NF‐B son  los responsables de  la 
codificación de proteínas  inflamatorios como TNF‐α,  IL‐1,  IL‐6,  IL‐8,  la proteína  inflamatoria del 
macrófago 1 alfa  (MIP‐1α) y de  la proteína quimiotáctica  (MCPs), de  las moléculas de adhesión 
celular  de  superficie,  tales  como  E‐selectina,  VCAM‐1,ICAM‐1,  de  las  enzimas  inducibles 
incluyendo COX2 y la iNOS, y de las moléculas de supervivencia, como la molécula inhibidora de la 
apoptosis celular 1y 2 (IAPS),y BCL‐XL.  
Una  serie de estímulos  se ha demostrado que  activan NF‐B  a  través de  la  vía  clásica, 
incluyendo citocinas proinflamatorias, productos bacterianos, factores de crecimiento y la hipoxia 
216 NF‐B también es activado por la luz ultravioleta, por el estrés oxidativo, daño endotelial y por 
otros mecanismos . 
 
Vía alternativa o no canónica 
Junto  a  esta  activación  clásica  de  NF‐B,  hay  una  vía  de  activación  de  NF‐B 
independiente  de  IKK‐γ  (NEMO)  importante  para  el  desarrollo  de  los  órganos  linfoides 
secundarios,  la homeostasis  y  la  inmunidad  adaptativa.  Es  inducida por;  el  factor  activador de 
célula B perteneciente a  la  familia del TNF  (BAFF),  linfotoxina β  (LTβ), CD40, T‐virus  linfotrópico 
humano y virus de Epstein‐Barr (EBV), y en ella participa  la cinasa  inductora de NF‐κB (NIK). NIK 
fosforila al homodímero IKKα desencadenando su interacción con la proteína p100 que está unida 
a RelB. La fosforilación de p100 es seguida de su procesamiento en el proteosoma a p52 y por la 
translocación del complejo RelB/ p52 al núcleo 210. 
 
5.3.2.4.‐ NF‐B e hipoxia 
 
Mientras que varios grupos han descrito previamente, que la hipoxia juega un papel en la 
señalización  de  NF‐B  no  está  claro  el  mecanismo  por  el  cual  una  disminución  del  oxígeno 
disponible, puede inducir la activación de este factor de transcripción. 
Trabajos sobre IKKβ y la respuesta inflamatoria apoyan la teoría de que la hipoxia tiene el 
potencial  de  modular  la  respuesta  de  NF‐B  a  estímulos  inflamatorios  a  través  de  la 
sobreregulación  catalítica de  IKKβ  216. Recientemente,  se ha demostrado un mecanismo por  el 
cual  la hipoxia activa NF‐B a través de  la activación de  IKKβ, que depende de  la  fosforilación y 
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degradación de la IκB‐α y la activación de NF‐B. La expresión y la actividad de IKKβ se encuentran 
aumentadas por la hipoxia.  
Hay un trabajo in vivo en el que se demuestra una relación cruzada entre NF‐B y el factor 
transcripcional inducido por la hipoxia (HIF‐1) 216. 
En  el  promotor  del  gen  HIF‐1α  se  han  encontrado  elementos  de  respuesta  a  varias 
subunidades de NF‐B (RelA, RelB, c‐Rel, p50, p52),  indicando que  los niveles basales del mRNA 
de HIF‐1α son directamente modulados por NF‐B 206. 
 
5.3.2.5.‐ NF‐B y la resolución de la inflamación 
 
Como ya hemos dicho la hipoxia activa el sistema de NF‐B en el riñón de rata y provoca 
la producción de  factores  inflamatorios  218,219.  En  un  estudio  in  vivo  se ha demostrado  219 que 
durante la isquemia renal se produjo la activación de NF‐B y alcanzó su punto máximo después 
de 15 minutos de la reperfusión, lo que tuvo como consecuencia la liberación de los mediadores 
de la inflamación. 
Aunque el NF‐B actúa principalmente como iniciador de la inflamación, hay estudios que 
sugieren que también puede actuar en la modulación de esta 220. La inhibición de NF‐B después 
del  inicio  de  la  agresión  inflamatoria,  y  durante  la  fase  de  resolución,  podría  en  ciertas 
condiciones prolongar la inflamación más que inhibirla, retrasando en este caso la reparación del 
tejido 220. 
La ablación de IKK demuestra que esta cinasa tiene un papel en la respuesta inflamatoria 
pero,  sorprendentemente,  también  es  necesaria  para  la  reparación  del  tejido,  incluso  en 
condiciones en las cuales la inflamación es el principal mediador del tejido dañado, en un modelo 
de I/R 221. 
Se ha demostrado que la activación de NF‐B en los leucocitos reclutados durante el inicio 
de  la  inflamación  se  asocia  con  la  expresión  de  genes  pro‐inflamatorios,  mientras  que  la 
activación  durante  la  resolución  de  la  inflamación  se  asocia  con  la  expresión  de  genes  anti‐
inflamatorios y la inducción de apoptosis. La inhibición de NF‐B en la resolución de la inflamación 
prolonga la respuesta inflamatoria y previene la apoptosis. Esto sugiere que NF‐B tiene un papel 
anti‐inflamatorio in vivo participando en la regulación de la resolución inflamatoria 220. 
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5.4.‐ Receptores tipo toll (TLRs) 
 
 
 
Los TLRs son una familia de receptores transmembrana expresados en leucocitos y células 
epiteliales del riñón que regulan las respuestas inmunológicas innatas y adaptativas. 
El  receptor TLR2 podría  ser un  componente de  la  respuesta proinflamatoria, ya que  su 
expresión  tubular  aumenta  en  la  IRA  isquémica,  y  el  silenciamiento  del  gen  TLR2  previene  la 
disfunción renal, la infiltración neutrofílica, la apoptosis tubular, y de la inducción de MCP‐1, TNF‐, 
IL‐6 e IL‐1β inducida por isquemia. Las células epiteliales del los túbulos renales expresan TLR‐2 y 
TLR‐4, y dicha expresión está incrementada durante la IRA provocado por isquemia, endotoxemia 
y  nefrotoxicidad.  Los  ratones  deficientes  en  TLR‐2  y  los  tratados  con  un  oligonucleótido 
antisentido  para  TLR‐2  están  protegidos  del  daño  renal  isquémico  222.Se  ha  observado  un 
incremento significativo de la expresión de TLR‐4 en las células epiteliales tubulares e infiltración 
de  leucocitos  riñones  isquémicos. La proteína THP es una glicoproteína con  funciones no claras 
expresada  en  el  túbulo  distal  recto  del  riñón.  Se  han  utilizado  ratones  knockout  de  THP  para 
estudiar el papel de THP y TLR‐4 en el daño por  I/R renal y se ha demostrado que THP protege 
protege  al  riñón  del  daño  isquémico  por  disminución  de  la  inflamación  y  los  cambios  en  la 
expresión de TLR‐4 223. Un estudio reciente muestra el efecto de un inhibidor de TLR‐3, 7, 8, y 9 en 
un modelo  de  sepsis  en  ratón  y  se  observa  una mejoría  en  la  función  renal  y  disminuye  las 
citocinas pro y antiinflamatorias en suero como el TNF‐α e IL‐10. La supresión genética de TLR‐2 y 
TLR‐4 disminuye el daño en modelos de I/R experimental. 224 En recientes observaciones clínicas 
se ha demostrado que  los injertos con supresión en  la señalización TLR‐4 tienen mejor función y 
una menor expresión de  las  citocinas proinflamatorias después del  trasplante  comparados  con 
injertos con una señalización normal de TLR‐4 225. 
 
 
 
5.5.‐ Células inflamatorias 
 
 
 
Son varios  los tipos de células  inflamatorias que se han  involucrado en el daño por  I/R 
renal. Entre ellos hay que destacar los neutrófilos, linfocitos, células natural killer, macrófagos y 
células dendríticas. 
4.5.1.‐ Neutrófilos 
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La unión de los neutrófilos al endotelio vascular es el primer paso en la extravasación de 
estas  células  al  tejido  dañado.  Después  de  la  adherencia  y  de  la  quimiotaxis,  la  infiltración 
neutrofílica puede liberar RLO que dañan las células tubulares. (Figura 28) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28.‐ Células inflamatorias en 
un  riñón  normal  y  post‐
isquémico167 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se han llevado a cabo numerosos estudios para conocer el papel exacto de los neutrófilos 
en  IRA  y  permanece  en  controversia  226.  La  IRA  inducida  por  la  isquemia,  nefrotoxicidad  y 
endotoxemia está asociada con un  incremento de  la filtración de neutrófilos en el riñón 227. Está 
demostrado que  los neutrófilos están  involucrados en el daño  tubular  y  juegan un  importante 
papel en la IRA. Múltiples estudios demuestran la acumulación de neutrófilos en la IRA isquémica 
demostrando un efecto beneficioso de las terapias anti‐ICAM‐1 y en ratones en los que se les han 
disminuido los neutrófilos periféricos en IRA. 
La  rápida  sobreregulación  de  CD44  en  las  células  endoteliales  de  los  capilares  renales, 
median  el  reclutamiento  de  neutrófilos  al  tejido  postisquémico  en  un modelo  de  I/R  renal  en 
ratón. Los ratones deficientes en CD44 o la administración de un anti‐CD44 reducen la entrada de 
neutrófilos al  tejido postisquémico, asociado a una preservación de  la  función del  riñón  228. Sin 
embargo, en otro estudio,  las ratas a  las que se  les ha disminuido  los neutrófilos periféricos no 
estaban protegidas de la IRA isquémica. 
También los ratones a los que se les ha administrado un anticuerpo monoclonal (RB6‐8C5) 
que  produce  una  disminución  en  los  neutrófilos  en  sangre  periférica,  presentan  una  pequeña 
disminución  en  la  creatinina  en  plasma  durante  la  IRA  isquémica  pero  no  se  observa  una 
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reducción  en  la NTA  a pesar de  la  ausencia de  infiltración neutrofílica  en  el  riñón. Además,  la 
actividad de la caspasa‐1 y de IL‐18 estaba significativamente incrementada. 
Un  estudio  reciente  investiga  el  papel  de  la  catepsina  G  liberada  por  los  neutrófilos 
activados utilizando ratones knockout de catepsina G en daño por  I/R renal, y demuestra que  la 
ausencia de catepsina G, disminuye en un 70% la apoptosis tubular 229. Por lo tanto, hay estudios 
que demuestran tanto papeles perjudiciales como beneficiosos de los neutrófilos en la IRA. 
 
5.5.2.‐ Linfocitos 
 
Se  ha  demostrado  que  los  linfocitos  son  importantes  moduladores  en  la  respuesta 
inflamatoria  tanto  innata  como  adaptativa  en  modelos  de  IRA.  En  un  estudio,  los  ratones 
deficientes  en  células  T  CD4  y  en  células  T  CD8  estaban  protegidos  de  la  IRA  isquémica.  Los 
linfocitos T helper (células T CD4) se subdividen en TH1 (IL‐2, IFN‐γ) y TH2 (IL‐4, IL‐5, IL‐10, IL‐13) 
dependiendo del patrón de citocinas que secretan. Un estudio sobre  linfocitos T helper en daño 
renal agudo  inducido por  I/R demuestra que TH1 es patogénico y TH2 puede ser protector. Los 
ratones deficientes solo en linfocitos B están también protegidos contra la IRA isquémica.  
Se ha  investigado en ratones deficientes, en CD3, CD4 y CD8,  los efectos de  los células T 
sobre  la  permeabilidad  vascular  renal  en  IRA  por  I/R,  demostrando  que  se  incrementa 
probablemente por la vía de las células T en la producción de las citocinas (TNF‐α, IFN‐γ) 230. 
Recientes estudios, han demostrado que  las  células T  reguladoras  (Tregs)  son potentes 
inmunosupresoras  y  con  propiedades  antiinflamatorias.  Las  Tregs  son  identificadas  por  la 
expresión  de  CD4  y  CD25  sobre  la  superficie  celular  y  la  sobreregulación  de  FoxP3,  un  único 
marcador para las células Tregs que es esencial para su función y desarrollo. Las Tregs median la 
IRA  isquémica a través de  la IL‐10 mediante  la supresión del sistema  inmune  innato. La ausencia 
parcial  de  las  Tregs  con  un  anti‐CD25  empeora  la  IRA  isquémica  resultando  en  una  mayor 
infiltración neutrofílica y macrofágica en el riñón y un incremento de la transcripción de citocinas 
innatas en el riñón 231. 
 
5.5.3.‐ Células natural killer (NK) 
 
Las  células  NK  son  un  tipo  de  linfocitos  del  sistema  inmune  innato  a  través  de  su 
capacidad de secretar citocinas. Las NK son únicas es su expresión constitutiva de receptores para 
citocinas y quimiocinas. La mayoría de los receptores expresados por las células NK en ratón son 
las mismas que en humanos incluyendo NK1.1. Una vez que las células NK llegan al tejido dañado 
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activan  y  liberan  citocinas  como  IL‐8,  por  lo  que  juega  un  importante  papel  en  numerosos 
procesos de daño.  
Un  estudio  ha  investigado  el  papel  de  las  NK  en  la muerte  de  las  células  epiteliales 
tubulares renales  in vitro e  in vivo en ratón. El estudio demuestra por primera vez como  las NK 
pueden  destruir  e  inducir  apoptosis  directamente  de  las  células  epiteliales  tubulares  y 
contribuyen  con el daño por  I/R  renal. En ausencia de  las NK en  ratones wild‐type, estos eran 
protegidos de la IRA 232. 
Las células NKT son otro subtipo de linfocitos interesante y tienen características de las T y 
de las NK; tienen funciones reguladoras por liberación de citocinas y de INF‐γ. La activación de las 
células  NKT  está  involucrada  en  la  producción  de  neutrófilos  e  INF‐γ  en  IRA  en  ratón.  Se  ha 
demostrado que  la  anestesia  con  isoflurano protege  contra  la  IRA  isquémica  ya que  reduce  la 
inflamación y  la modulación neutrofílica y macrofágica renal, y  la afluencia de  las células NKT al 
riñón del ratón 233. 
 
5.5.4.‐ Macrófagos 
 
La infiltración macrofágica en el riñón ha sido descrita en varios tipos de daño renal como 
glomérulonefritis, nefropatía diabética, ablación renal y obstrucción ureteral unilateral. En varios 
modelos de glomérulonefritis,  la producción de citocinas y quimiocinas proinflamatorias por  los 
macrófagos, como por ejemplo,  iNOS, TNF‐α, IL‐1β, MCP‐1, MIF, y NF‐B, se cree que  juegan un 
importante papel en la patogénesis del daño.  
La  inflamación mediada por  los macrófagos  en  el  intersticio de  la  franja  exterior de  la 
médula externa ha sido decrito en el curso de  la  IRA  isquémica en  la rata, y en el ratón 94,234. La 
ausencia de los macrófagos en el riñón inducida, utilizando clodronato encapsulado en liposomas 
o técnicas genéticas da como resultado la protección frente a la IRA isquémica 94,142. 
Un anticuerpo anti‐B7‐1 bloquea  la adherencia  celular mononuclear en vasos  rectos en 
ratas  y  atenúa  la  IRA  isquémica  tanto  funcional  como  histológicamente.  Asimismo  en  ratones 
knockout  en  osteopontina  se  disminuye  la  infiltración macrofágica  postisquémica  y  la  fibrosis 
intersticial. Los mecanismos de protección contra la IRA isquémico por la ausencia de macrófagos 
todavía no se conocen. Se ha estudiado la IL‐18 liberada por los macrófagos en el desarrollo de la 
IRA en ratones, y se ha demostrado que no está involurada en el desarrollo de la IRA 182. 
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5.5.5.‐ Células dendríticas (CD) 
 
La  principal  función  de  las  CD  es  la  inducción  de  la  respuesta  inmune  adaptativa.  Los 
precursores de las CD son derivados de la médula espinal y entran en el riñón desde la sangre. La 
inflamación  local  o  el  tejido  dañado  inducen  la  maduración  de  las  CDs,  lo  cual  tiene  como 
resultado la pérdida de actividad fagocítica, expresión de moléculas coestimuladoras e interacción 
con células T 235. 
Las CDs están presentes de forma abundante en el intersticio de riñones de ratón normal, 
esas CDs expresan el marcador CD11c, y también expresan el MHC. Las CDs forman una cadena 
contigua a través de todo el riñón, y juegan un importante papel en la IRA isquémica. Después de 
la I/R renal, las CDs residentes liberan TNF‐α, IL‐6, MCP‐1 y RANTES y la ausencia de CDs antes del 
daño isquémico reduce significativamente los niveles de TNF‐α en el riñón 186. 
Hay interacciones entre las CDs y las NK que son importantes en la respuesta inflamatoria. 
La activación de las NK induce la maduración de las CDs. Las CDs inmaduras son vulnerables a las 
citolisis  autólogas  mediadas  por  las  NK,  mientras  que  las  CDs  maduras  están  protegidas.  La 
activación de  las CDs mediada por  las NK es dependiente de  la activación de TNF‐α e  INF‐γ.  In 
vitro, la producción de IL‐12, Il‐18, IL‐15 e INF‐γ por CDs activados aumenta la producción de NK, 
de INF‐γ, proliferación y citotoxicidad 236. 
 
 
 
5.6.‐ Activación de la Inflamación 
 
 
 
La  inflamación  es  una  compleja  serie  de  reacciones  homeostáticas  que  involucra  a  los 
mecanismos  inmunológicos humorales  y  celulares para proteger  al organismo.  Si esta  reacción 
resulta exagerada o crónica, no cumple su función, y ocurren cambios patológicos. 
La  inflamación  se  caracteriza  por  una  reacción  vascular  a  un  estímulo  localizado 
(reconocimiento antigénico), produciéndose cambios del flujo y del calibre vascular. Inicialmente 
se va a producir una vasoconstricción transitoria de  las arteriolas seguida de una vasodilatación 
que  hace  incrementar  el  flujo  vascular  (hecho  fundamental  de  los  cambios  hemodinámicos 
precoces  en  la  inflamación  aguda).  Esto  se  sigue de una  reacción  celular,  la disminución  en  la 
velocidad de la circulación determina que los leucocitos, principalmente neutrófilos, se desplacen 
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hacia  el  endotelio  vascular,  iniciándose  una  reacción  tisular  en  la  que  los  leucocitos  liberan 
mediadores  inflamatorios,  provocando  los  efectos  deseados  (eliminación  del  antígeno)  o  los 
efectos no deseados (destrucción tisular). Estos  leucocitos se adhieren al endotelio,  inicialmente 
de  forma  transitoria y  luego más  fuertemente, migrando a  través de  la pared vascular hacia el 
espacio  intersticial  237. Además  se  van a producir  cambios en  la permeabilidad  vascular que  se 
manifestan clínicamente como edema 143. (Figura 29) 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29.‐ Respuestas ante la inflamación 
 
 
 
 
 
 
 
Las células que van a participar en el proceso  inflamatorio son principalmente  leucocitos 
(neutrófilos y monocitos) y el endotelio. 95 Los leucocitos van a englobar y degradar las bacterias, 
inmunocomplejos  y  restos  celulares  necróticos  contribuyendo  sus  enzimas  lisosómicas  en  la 
respuesta defensiva. Sin embargo debemos tener en cuenta que  los  leucocitos a su vez, pueden 
prolongar  la  inflamación  y  aumentar  el daño  tisular por  la  liberación de mediadores químicos, 
enzimas y RLO228. (Figura 30) 
 
 
 
 
 
Figura 30.‐ Esquema de la respuesta inflamatoria. 
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5.6.2.‐ Interacción Leucocito‐Endotelio 
 
La  interacción  leucocito‐endotelio  juega  un  importante  papel  en  la  patogénesis  de  la 
inflamación.Se ha demostrado una masiva  infiltración de  leucocitos  en  el  tejido postisquémico 
paralela a la lesión en el mismo 238. 
El  fenómeno  inflamatorio  se  desencadena  por  diferentes  estímulos  que  inducen  la 
liberación  de  mediadores  proinflamatorios  endógenos,  que  a  su  vez  inducen  la  activación 
endotelial.  El  endotelio  activado  expresa  de  novo  o  incrementa  la  expresión  de  diferentes 
moléculas de adhesión, que  incluyen  la E y P‐selectinas, VCAM‐1 e  ICAM‐1. Además,  las células 
endoteliales  activadas  liberan  factores  quimiotácticos  con  efectos  sobre  la  síntesis  de  factores 
procoagulantes y una mayor susceptibilidad a  la apoptosis. Los factores endógenos que  inducen 
activación endotelial son sintetizados principalmente por los macrófagos como el TNF‐α, la IL‐1β y 
el  IFN‐γ. El TNF‐α es el principal estímulo que  induce  la expresión de  las CAMs en el endotelio 
activado. Una vez que el endotelio es activado, la extravasación de los leucocitos transita por los 4 
pasos conocidos de: rodamiento, activación, adhesión y migración transendotelial. Es importante 
mencionar que otro elemento  clave en el  fenómeno  inflamatorio es el estímulo quimiotáctico, 
responsable de la atracción de los leucocitos al foco inflamatorio. Diferentes factores solubles son 
capaces  de  inducir  quimiotaxis,  incluyendo  el  factor  de  activación  plaquetario  (PAF),  algunos 
leucotrienos,  las prostaglandinas y el fragmento del complemento C5a. Sin embargo, el principal 
estímulo de extravasación  leucocitaria son  las quimocinas, sintetizados por una amplia variedad 
de tipos celulares, como las células endoteliales, las plaquetas y los leucocitos. 
Los principales efectos de  las quimocinas sobre  los  leucocitos son  la quimioatracción,  la 
inducción de activación celular,  la regulación de  la actividad de  integrina  leucocitaria y aquellos 
fenómenos como consecuencia de las vías de activación a través de las proteínas G, que incluye el 
AMPc y fosfolipasas con activación de la PKC y un incremento del Ca2+ libre intracelular. 
La secuencia de este proceso va a ser la siguiente: (Figura 31) 
Marginación  y  Rodamiento:  Es  la  primera  interacción  entre  leucocitos  y  las  células 
endoteliales. Los leucocitos, debido a las alteraciones del flujo laminar, disminuyen sensiblemente 
su velocidad y quedan marginados en  la periferia  rodando  sobre el endotelio vascular y  siendo 
expuestos a  los mediadores de  la  inflamación  liberados por el endotelio activado. Esta  fase es 
rápidamente inducida y varios estudios han sugerido el papel de los receptores de selectinas en el 
rodamiento de los leucocitos 239. 
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Activación  y  quimiotaxis:  Los  leucocitos,  debido  a  la  disminución  de  su  velocidad, 
marginación  y  rodamiento,  están  expuestos  a  los mediadores  de  la  inflamación de  forma más 
intensa  y  esto  provocará  la  expresión/activación  de  las moléculas  de  adhesión  celular  (CAM) 
presentes  tanto en ellos mismos  como en el endotelio vascular.  La expresión de estas CAM es 
inducida, aumentada o alterada por los agentes inflamatorios y mediadores químicos. 
Adherencia: Los leucocitos se adhieren al endotelio vascular debido a la activación de una 
serie de moléculas de adhesión presentes en el leucocito y el endotelio vascular. La expresión de 
estas moléculas es  inducida, aumentada o alterada por  los agentes  inflamatorios y mediadores 
químicos 240. 
Migración: Los leucocitos se desplazan por la superficie endotelial y finalmente atraviesan 
la membrana  basal  pasando  al  espacio  extravascular  inflamado.  Una  vez  fuera,  responden  a 
estímulos quimiotácticos siendo los más significativos para los neutrófilos: productos bacterianos, 
componentes  del  sistema  del  complemento  principalmente  C5a  y  productos  de  la  vía  de  la 
lipooxigenasa del metabolismo del ácido araquidónico, especialmente el leucotrieno B. 
 
  
Figura 31.‐ Proceso secuencial y moléculas de adhesión implicadas en las interacciones 
leucocito‐endotelio. En la parte superior de la figura están representadas las moléculas 
dependientes del leucocito y en la parte inferior las moléculas que se encuentran en la 
célula endotelial. 
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Las interacciones entre leucocitos y endotelio son cruciales en el mecanismo de lesión en 
la  I/R  y  su  conocimiento  será determinante para  el  tratamiento del  fenómeno  inflamatorio  en 
general y de la lesión por reperfusión en particular 135. 
Este proceso implica múltiples moléculas de adhesión celular, que se expresan tanto en la 
superficie de los leucocitos como en la de las células endoteliales, y que son las responsables de la 
interacción leucocito‐endotelio. (Figura 32) 
 
  
Figura 32.‐ CAMs implicadas en la Interacción leucocito‐endotelio. 241 
 
 
 
5.6.2.‐ Moléculas de adhesión celular (CAMs) 
 
 
El proceso por el cual las células de un organismo multicelular se reconocen entre sí y se 
adhieren  específicamente  está  basado  en  la  presencia  de moléculas  específicas,  denominadas 
CAMs,  las cuales  forman parte de un  conjunto muy complejo  cuyas  funciones van más allá del 
simple  reconocimiento  y  adherencia  celular  y  que  poseen  enorme  importancia  en  múltiples 
procesos biológicos tanto normales como patológicos 242. 
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Las CAMs son glicoproteínas que se expresan tanto en la superficie de los leucocitos como 
en  la de  las células endoteliales, aunque también se encuentran en  la matriz tisular, y mediante 
las  cuales  se  efectúan  las  interacciones  específicas  célula‐célula  y  célula‐matriz.  Estas 
glicoproteínas  tienen  en  un  extremo  un  grupo  carboxilo,  el  llamado  carboxi‐terminal,  que  se 
encuentra  fijo  en  el  citoplasma  y  en  el  cito‐esqueleto.  Inmediatamente  después  del  carboxi‐
terminal se encuentra la región transmembrana, que atraviesa la membrana celular. El resto de la 
glicoproteína se ubica extracelularmente y termina en un grupo amino, el amino‐terminal que da 
la especificidad a la molécula para unirse a otras CAMs. 
Todas las funciones biológicas parecen estar influenciadas por estas interacciones, por lo 
tanto  las  CAMs  regulan  muchos  procesos  biológicos  tales  como  la  activación,  migración, 
crecimiento,  diferenciación  y muerte  celular mediante  la  transducción  directa  de  señales  y  la 
modulación  de  otras  cascadas  de  señalización  intracelular  desencadenadas  por  diferentes 
factores de crecimiento. 
En  el momento de  la  respuesta  inflamatoria durante  la  reperfusión,  tanto  el  endotelio 
isquémico como  los  leucocitos, expresan en  la superficie de sus membranas celulares  las CAMs, 
las cuales  inducen  infiltración neutrofílica y  lesión tisular. La comprensión de  los mecanismos en 
los cuales se basa la adhesión de los leucocitos al endotelio aportará las bases necesarias para el 
tratamiento antiadhesivo del proceso  inflamatorio. A pesar de que  la mayoría de  los estudios se 
han desarrollado en modelos de experimentación animal, han aportado  las primeras evidencias 
significativas de la adhesión como un paso esencial en la progresión de la lesión postisquémica 242. 
Las  CAMs  se  han  clasificado  estructuralmente  en  cinco  familias  (Cadherinas, 
Inmunoglobulinas,  Integrinas,  Selectinas  y  Proteoglicano).  De  ellas,  las  relacionadas  con  el 
fenómeno  de  la  inflamación  son:  selectinas,  β2‐integrinas  e  inmunoglobulinas  de  las  cuales  a 
continuación exponemos sus componentes y características. 
 
5.6.2.1.‐ Familia de las selectinas 
 
Son  las  moléculas  de  adhesión  celular  que  vehiculizan  el  contacto  inicial  en  las 
interacciones leucocito‐endotelio. Son glucoproteínas transmembrana de tipo I que comparten un 
dominio  aminoterminal  tipo  lectina,  por  donde  se  unen  a  hidratos  de  carbono  específicos 
presentes en sus ligandos, de forma dependiente de Ca+2. Las selectinas reconocen oligosacáridos 
sialilados o sulfatados relacionados con los antígenos Lewisa o Lewisx que pueden formar parte de 
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la porción glucídica de diversas glucoproteínas. Son proteínas relacionadas con  las mucinas y un 
elevado porcentaje de su peso molecular corresponde a su parte glucídica.  
Las interacciones mediadas por esta familia de moléculas de adhesión celular son de una 
gran complejidad y redundancia, siendo las responsables del inicio de las interacciones leucocito‐
endotelio en la respuesta inflamatoria. Hasta el momento se conocen tres selectinas 243 (Tabla V): 
 Molécula de adhesión leucocitaria (L‐selectina). 
 Molécula de adhesión endotelial leucocitaria (E‐selectina). 
 Activador plaquetario dependiente del gránulo de membrana (P‐selectina). 
 
La  L‐selectina  se  expresa  en  la mayoría  de  los  leucocitos, mientras  que  las  E  y  las  P‐ 
selectinas  se expresan en células endoteliales activadas por estímulos proinflamatorios, y en el 
caso de la P‐selectina también es expresada por plaquetas activadas 244. 
 
 
Tabla V.‐ Familia de las selectinas 
CAMs  SINÓNIMOS  CÉLULA 
EXPRESA 
LIGANDO  CÉLULA 
EXPRESA LIGANDO 
FUNCIÓN 
L‐selectina* 
 
  Linfocito  CD34, MAdCAM‐1, 
E‐Selectina, P‐Selectina, 
PSGL‐1 
 
Endotelial  Rodamiento 
E‐selectina** 
 
  Endotelial 
 
PSGL‐1, L‐Selectina, 
ESL‐1 
Neutrófilo 
Monocito 
Rodamiento 
 
P‐selectina***    Plaquetas 
Endotelial 
PSGL‐1, L‐Selectina, 
CD24 
Plaqueta 
Neutrófilo 
Monocito 
Rodamiento 
* Disminuida por citocinas; ** Inducida por citocinas; *** Liberada por citocinas 
 
 
5.6.2.2.‐Familia de las integrinas 
 
Son  glucoproteínas  que  constituyen  una  familia  de  24  receptores  heterodiméricos, 
compuesto  cada  uno  de  ellos  por  una  subunidad  α  y  otra  β.  Son  moléculas  que  regulan 
dinámicamente  sus  propiedades  adhesivas mediante  cambios  conformacionales,  así  como  por 
redistribución espacial en la superficie celular. 
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Las  integrinas  se  expresan  constitutivamente  en  los  leucocitos  y  las  observaciones 
recientes muestran  la  existencia  de  tres  estados  conformacionales  (plegado  con  baja  afinidad, 
extendido con afinidad intermedia y extendida con alta afinidad) 245. 
Las  integrinas  son moléculas  fundamentales  en  la migración  celular  que  controlan  las 
interacciones  intercelulares y célula‐matriz extracelular durante  la recirculación y  la  inflamación. 
Una  de  sus  características  más  importantes  es  la  regulación  de  su  actividad  adherente, 
independientemente de su grado de expresión en la membrana. Así, los leucocitos circulantes en 
sangre mantienen sus integrinas en conformación inactiva para evitar contactos inespecíficos con 
paredes vasculares no inflamadas, pero cuando encuentran un foco inflamatorio, se produce una 
rápida activación in situ de sus integrinas. 
 
Como en el caso de las selectinas, la distribución espacial de las integrinas y sus ligandos 
en estructuras de membrana especializadas es esencial para  su  funcionamiento adecuado. Esta 
organización requiere una precisa regulación del citoesqueleto para permitir el reclutamiento de 
intermediarios de señalización y segundos mensajeros que desencadenen la activación celular. 246. 
 
Nos centraremos, a continuación, en  las más  importantes relacionadas con el fenómeno 
inflamatorio. (Tabla VI): 
 αL2‐integrina [Antígeno relacionado con la función linfocítica‐1 (LFA‐1), CD11a/CD18]. 
 αM2‐integrina [Integrina específica de linaje mieloide (Mac‐1), CD11b/CD18]. 
 αX2‐integrina (p150.95, CD11c/CD18). 
 α41‐integrina [Antígeno de activación muy tardía‐4 (VLA‐4), CD49d/CD29]. 
 α47‐integrina. 
 αD2‐integrina (CD11d/CD18). 
 
Las integrinas más relevantes para la adhesión leucocitaria al endotelio son miembros de 
la  subfamilia  β2,  particularmente  LFA‐1  y  la  integrina  específica  de  linaje mieloide Mac‐1,  así 
como las integrinas α4 (VLA‐4 y α4β7). La mayoría de sus ligandos son proteínas transmembrana 
que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas. LFA‐1 puede unirse a cinco moléculas 
de adhesión intercelular (ICAM‐1 a ICAM‐5), aunque las más relevantes son ICAM‐1 e ICAM‐3. 
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ICAM‐1  se  expresa  en  leucocitos,  células  dendríticas  y  células  epiteliales.  Además,  su 
expresión es baja en células endoteliales quiescentes y aumenta con estímulos proinflamatorios. 
ICAM‐3 se expresa constitutivamente en todos los leucocitos. 
 
Un ligando adicional de LFA‐1, es la molécula de adhesión de uniones intercelulares JAM‐
A, que se concentra selectivamente en la región apical de las uniones estrechas endoteliales y se 
redistribuye parcialmente a  la  cara apical del endotelio  con  ciertos estímulos proinflamatorios. 
Por otra parte, Mac‐1 interacciona con ICAM‐1, JAM‐C y el receptor RAGE 247. 
 
La  integrina VLA‐4  interacciona  con VCAM‐1, que  es una molécula de  adhesión que  se 
expresa de novo tras la activación endotelial y también se une a JAM‐B. 
 
 
Tabla VI.‐ Familia de las integrinas 
CAMs  SINÓNIMOS  CÉLULA 
EXPRESA 
LIGANDO  CÉLULA 
EXPRESA LIGANDO 
FUNCIÓN 
αLβ2*  LFA‐1 
CD11a/CD18 
Leucocito  ICAM‐1, 
ICAM‐2, 
ICAM‐3, 
JAM‐A 
Endotelial  Adhesión 
Rodamiento lento 
αMβ2**  Mac‐1 
CD11b/CD18 
CR3 
Monocito 
Neutrófilo 
ICAM‐1, 
ICAM‐2, 
iC3b, 
Heparina, 
Fibrinógeno, 
JAM‐C, 
Vitronectina 
Endotelial 
 
Adhesión 
 
αXβ2***  P150.95 
CD11cCD18 
 
Monocito 
Neutrófilo 
 
Fibrinógeno 
iC3b 
JAM‐C 
Endotelial 
 
Activación 
 
α4β1***  VLA‐4 
CD49d/CD29 
Monocito 
Linfocitos 
Neutrófilo 
VCAM‐1, 
Fibronectina 
Endotelial 
 
Adhesión 
 
α4β7**    Linfocitos  MAdCAM‐1  Endotelial  Adhesión 
αDβ2  CD11d/CD18  Monocito  ICAM‐3, 
Fibrinógeno, 
Vitronectina 
Endotelial  Adhesión 
* Inducible por citocinas; ** Constitutiva, *** Liberada por citocinas 
 
 
 
5.6.2.3.‐ Superfamilia de las inmunoglobulinas 
 
Los  miembros  de  esta  familia  se  caracterizan  por  contener  los  llamados  dominios 
inmunoglobulínicos,  que  consisten  en  dos  láminas  peptídicas  en  estructura  ‐plegada  y  en 
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disposición antiparalela estabilizadas por puentes disulfuro. Estas características estructurales son 
compartidas  por moléculas  que  participan  en  el  reconocimiento  antigénico  y  en  la  activación 
linfocitaria como los anticuerpos, el receptor T, los antígenos de clases I y II del sistema mayor de 
histocompatibilidad y sus contrarreceptores CD8 y CD4. En general, las moléculas de esta familia 
se  hallan  presentes  en  células  presentadoras  de  antígenos  y  tienen  un  papel  crucial  como 
moléculas accesorias en el  reconocimiento antigénico y  la activación  linfocitaria. Los principales 
ligandos de las integrinas implicados en la adhesión de los leucocitos pertenecen a la superfamilia 
de las inmunoglobulinas. 
 
Entre sus componentes, teniendo en cuenta su importancia en el fenómeno inflamatorio, 
destacamos las siguientes 248 (Tabla VII): 
 Molécula de adhesión intracelular‐1 (ICAM‐1, CD54). 
 Molécula de adhesión intracelular‐2 (ICAM‐2). 
 Molécula de adhesión celular vascular‐1 (VCAM‐1, INCAM‐110). 
 Molécula de adhesión celular plaquetaria‐endotelial‐1 (PECAM‐1, CD31). 
 MAdCAM‐1. 
 CD99. 
 Molécula de adhesión celular endotelial (ESAM). 
 Molécula de adhesión de uniones intercelulares (JAM‐A). 
 Molécula de adhesión de uniones intercelulares JAM‐B. 
 Molécula de adhesión de uniones intercelulares JAM‐C. 
 
 
ICAM‐1  e  ICAM‐2  se  expresan  constitutivamente   pero  ICAM‐1  aumenta  con  estímulos 
proinflamatorios. 
PECAM‐1,  es  un miembro  de  la  superfamilia  de  las  inmunoglobulinas  formado  por  6 
dominios  Ig que está expresada en  los bordes  intercelulares de células endoteliales así como en 
las plaquetas, neutrófilos, monocitos, y algunas células T 249. 
Las  JAMs  pertenecen  a  la  superfamilia  de  las  inmunoglobulinas  contituidas  por  dos 
dominios Ig extracelulares 248. 
La CD99 es una molécula expresada  tanto en neutrófilos como otros  leucocitos y en  las 
uniones interendoteliales y participan en la transmigración leucocitaria 250. 
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Tabla VII.‐ Superfamilia de las inmunoglobulinas 
CAMs  SINÓNIMOS  CÉLULA 
EXPRESA 
LIGANDO  CÉLULA 
EXPRESA LIGANDO 
FUNCIÓN 
ICAM‐1*  CD54  Endotelial, Monocito, 
Linfocito T y B, 
Dendrítica 
αLβ2 
αMβ2 
Leucocitos, 
Monocitos, 
Endotelio 
Adhesión, 
Transmigración 
ICAM‐2**  CD102  Endotelial, Monocito, 
Dendrítica 
αLβ2 
αMβ2 
Leucocitos, Endotelio  Adhesión, 
Transmigración 
VCAM‐1*  CD106  Endotelial  α4β1 
α4β7 
 
Linfocitos, Monocitos  Adhesión, 
Transmigración 
PECAM‐1*  CD31  Endotelio, Monocitos, 
Linfocitos 
PECAM‐1  Endotelio, Plaquetas  Adhesión, 
Transmigración 
MAdCAM‐1*    Endotelio  α4β7, 
L‐selectina 
 
Endotelio  Adhesión, 
Transmigración 
CD99    Leucocito, Neutrófilo  CD99  Endotelio  Transmigración 
ESAM    Endotelio  ESAM    Transmigración 
JAM‐A    Uniones 
intercelulares,  
Endotelio, Epitelio, 
Plaquetas, 
Neutrófilos, 
Monocitos, Linfocitos 
JAM‐A, 
LFA‐1 
Leucocitos  Adhesión, 
Transmigración 
JAM‐B    Uniones endoteliales  VLA‐4, 
JAM‐B, 
JAM‐C 
Leucocitos   
JAM‐C    Endotelio, Plaquets, 
Células dendríticas 
JAM‐B, 
JAM‐C, 
Mac‐1 
Leucocitos  Adhesión, 
Transmigración 
* Inducible por citocinas; ** Constitutiva 
 
 
5.6.3.‐ Etapas de la interacción Leucocito‐Endotelio. 
 
 
5.6.3.1.‐ Marginación y rodamiento. 
 
Los  leucocitos  circulantes  en  el  torrente  sanguíneo  deben  establecer  contacto  con  la 
pared vascular y adherirse a ella para iniciar la respuesta inflamatoria. Los leucocitos, debido a las 
alteraciones del flujo laminar, disminuyen sensiblemente su velocidad y quedan marginados en la 
periferia  rodando  sobre  el  endotelio  vascular,  siendo  así  expuestos  a  los  mediadores  de  la 
inflamación  liberados  por  el  endotelio.  El  contacto  y  el  rodamiento  de  los  leucocitos  sobre  el 
endotelio activado son los primeros pasos del proceso secuencial de extravasación, seguidos de la 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
 
 
Página | 108 
adhesión  firme  y  la  migración  transendotelial.  Estos  contactos  iniciales  están  mediados 
esencialmente por selectinas y sus ligandos, y requieren que haya flujo para ser eficientes 239. 
Aunque  las  selectinas  y  sus  ligandos  tienden  a  interaccionar  con  afinidad  variable,  la 
elevada  frecuencia de asociación‐disociación de  sus  interacciones  les permite mediar  contactos 
lábiles  y  transitorios  entre  leucocitos  y  endotelio.  Estos  contactos  producen  la  disminución  de 
velocidad de los leucocitos y permiten su rodamiento sobre la superficie endotelial, favorecen las 
interacciones posteriores mediadas por integrinas y sus ligandos aumentando la adherencia de los 
leucocitos, lo que finalmente los detiene en la pared vascular 240. 
Las  selectinas  (P,  E  y  L)  son  glucoproteínas  transmembrana  de  tipo  I  que  se  unen  a 
hidratos de carbono presentes en sus  ligandos, de  forma dependiente de Ca+2. La L‐selectina se 
expresa  en  la mayoría de  los  leucocitos, mientras que  las  E  y  las  P‐  selectinas  se  expresan  en 
células  endoteliales  activadas  por  estímulos  proinflamatorios,  y  en  el  caso  de  la  P‐selectina 
también es expresada por plaquetas activadas. 
Aparte  de  la  interacción  de  la  L‐selectina  leucocitaria  con  las  E  y  las  P‐selectinas 
endoteliales, la proteína PSGL1 tiene un papel dominante como ligando de las tres selectinas. De 
hecho,  la unión de PSGL1 a  las E y P selectinas promueve  la  interacción de  los  leucocitos con el 
endotelio, mientras que la unión de PSGL1 a la L‐selectina permite la interacción entre leucocitos, 
por la cual los leucocitos adheridos facilitan la captura de otros leucocitos circulantes en zonas de 
endotelio  inflamado,  independientemente  de  que  éstos  expresen  ligandos  para  las  selectinas 
endoteliales,  proceso  denominado  reclutamiento  secundario.  Aparte  de  PSGL1,  las  selectinas 
también pueden unirse a otras glucoproteínas, como CD44 o ESL1 (Ligando de la E‐selectina1) en 
el caso de la E‐selectina. Cada ligando parece desempeñar un papel diferencial durante el proceso 
de captura de neutrófilos. Así, PSGL1 es el principal  ligando implicado en la captura inicial de los 
leucocitos, mientras que ESL1 es necesario para convertir  las uniones transitorias  iniciales en un 
rodamiento  más  lento  y  estable.  Por  último,  CD44  controla  la  velocidad  de  rodamiento  e 
interviene  en  la  polarización  de  PSGL1  y  L‐selectina,  probablemente  para  permitir  el 
reclutamiento secundario. Las plaquetas también pueden actuar como reclutadores secundarios 
de  leucocitos  debido  a  su  capacidad  de  interaccionar  con  ellos  y  con  el  endotelio 
simultáneamente.  Además,  son  capaces  de  secretar  quimiocinas  que  se  inmovilizan  en  la 
superficie luminal endotelial favoreciendo el proceso de adhesión 251. 
Aparte  de  las  selectinas  y  sus  ligandos,  las  integrinas  α4β1  y  α4β7,  a  través  de  su 
interacción  con  VCAM‐1  y  MAdCAM‐1  respectivamente,  pueden  mediar  de  manera 
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independiente estos contactos iniciales. Por otra parte, la interacción LFA‐1/ICAM‐1 coopera con 
la  función  de  la  L‐selectina  estabilizando  la  fase  de  contacto  transitorio  y  disminuyendo  la 
velocidad de rodamiento. 
La  localización  de  los  receptores  de  adhesión  es  necesaria  para  su  correcto 
funcionamiento durante el tráfico leucocitario. Por ello, las selectinas, sus ligandos y las integrinas 
α4 se encuentran agrupadas en los extremos de los microvilli de los leucocitos. Por otra parte, el 
anclaje de las selectinas al citoesqueleto de actina mediante proteínas como alpha‐actinina o ERM 
(ezrin/radixin/moesin) es necesario para su adecuado funcionamiento 252. 
Se ha demostrado que las selectinas activan múltiples rutas de señalización, que conectan 
con procesos como la reorganización del citoesqueleto de actina, tales como la cascada de MAPK, 
p56lck, Ras o Rac2 244. 
Por otra parte,  PSGL‐1  activa  también diferentes  rutas de  señalización  intracelular que 
tienen  un  efecto  inductor  de  la  activación  de  los  leucocitos  aumentando  la  expresión  de 
diferentes moléculas que están implicadas en los pasos siguientes del proceso de extravasación y 
en funciones efectoras, así como un papel inesperado en la inducción de funciones tolerogénicas 
en células dendríticas 253. 
 
5.6.2.2.‐ Activación y quimiotaxis 
 
 
Modulación de la actividad de las integrinas mediada por quimiocinas 
 
Durante  el  establecimiento  de  los  contactos  iniciales  con  el  endotelio  vascular,  los 
leucocitos  disminuyen  su  velocidad  de  rodamiento  y  se  activan  al  encontrar  quimiocinas 
inmovilizadas y ligandos de integrinas expuestos en la superficie apical endotelial. 
Este  paso  de  activación  permite  la  parada  y  la  adhesión  firme  de  los  leucocitos  al 
endotelio  en  condiciones  de  flujo  fisiológico.  La  activación  del  leucocito  implica  un marcado 
cambio morfológico:  la célula  redondeada circulante se  transforma en una célula promigratoria 
con morfología polarizada, en la cual se distinguen al menos dos regiones, el frente de avance y el 
urópodo.  La  polarización  del  leucocito  permite  a  la  célula  la  coordinación  de  las  fuerzas 
intracelulares para producir la locomoción celular necesaria durante el proceso de extravasación.  
Las quimiocinas secretadas en un entorno inflamado pueden pasar a través del endotelio 
y aparecer en la superficie de las células endoteliales asociadas con proteoglicanos provocando el 
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rodamiento  de  los  leucocitos  254.  Las  quimiocinas  unidas  a  los  glucosaminoglucanos  de  la 
membrana apical endotelial, actúan señalizando a través de receptores acoplados a proteínas G 
(GPCR)  localizados en  los microvilli del  leucocito,  induciendo una gran variedad de  señales, del 
interior  al  exterior,  en  fracciones  de  segundo,  que  conducen  a  múltiples  cambios 
conformacionales  en  las  integrinas  254,  y  la  adhesión  firme de  los  leucocitos  así  como  cambios 
conformacionales y la formación de seudópodos  Estos cambios de forma están asociados con la 
conversión de G‐actina a F‐actina permitiendo a la célula para entrar en el proceso de adherencia 
y más tarde de transmigración. La complejidad y el corto margen de tiempo de los mecanismos de 
señalización  inducidos  por  las  quimiocinas  que  controlan  la  activación  de  integrinas  son 
compatibles  con  la  existencia  de  redes  proteínicas  compartimentadas  y  preformadas  en  los 
leucocitos. La presencia de quimiocinas específicas en diferentes  lechos vasculares contribuye a 
orquestar  el  reclutamiento  selectivo  de  las  diferentes  subpoblaciones  leucocitarias  a  los  focos 
inflamatorios o a los órganos linfoides secundarios. Además, las quimiocinas pueden producir un 
efecto diferencial en integrinas específicas dentro del mismo microambiente 255. 
Modulación de la afinidad de las integrinas mediada por sus ligandos 
 
Tras  la  activación  de  los  leucocitos,  inducida  por  la  unión  de  las  quimiocinas  a  sus 
receptores y  la señalización del  interior al exterior, se  lleva a cabo  la activación de  las  integrinas 
de  los  leucocitos  [la  integrina  beta1  y  las  integrinas  beta2  LFA‐1  (αLβ2)  y Mac‐l  (αMβ2)],  la 
conformación de las integrinas cambia de manera reversible de inactiva (plegada) a extendida con 
afinidad  intermedia. Este evento prepara a  la  integrina para unirse a su  ligando endotelial, que 
culmina con  la activación  total de  la  integrina y  la  firme adhesión del  leucocito. Por  lo  tanto, el 
estado  conformacional de  alta  afinidad para  la parada  inmediata del  leucocito  en  el  endotelio 
requiere  de  las  quimiocinas  inmovilizadas  y  los  ligandos  de  integrinas,  una  inducción 
bidireccional256. 
Sin embargo, las integrinas‐α4, que contienen un dominio I‐like en sus cadenas β, pueden 
interaccionar  espontáneamente  con  sus  ligandos  endoteliales  sin  estimulación  quimiotáctica 
previa. 
Además,  la  unión  al  ligando  aumenta  el  reclutamiento  de  integrinas  adicionales  para 
incrementar  la  adhesión  firme  del  leucocito  en  condiciones  de  estrés  de  flujo.  Por  otra  parte, 
varios estudios indican que el estrés de flujo también regula las integrinas reforzando sus enlaces 
e incluso aumentando su afinidad.  
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5.6.3.3.‐ Adhesión 
 
Regulación de la migración de los leucocitos por integrinas 
 
Las señales  implicadas en  la adhesión  firme de  los  leucocitos al endotelio mediadas por 
integrinas deben  ser  atenuadas  y debilitar  las uniones para permitir  la migración del  leucocito 
hacia un  sitio  apropiado para  iniciar el proceso de  transmigración endotelial.  Las  integrinas  β2 
parecen tener una  implicación  importante en este proceso de migración, ya que su bloqueo o el 
de  sus  ligandos  generan  migración  al  azar,  fallo  de  posicionamiento  en  las  uniones 
interendoteliales y diapédesis defectuosa 257. 
Los estudios in vivo utilizando ratones genéticamente modificados deficientes en LFA‐1 o 
Mac‐1  claramente  demostraron mecanismos  fundamentalmente  diferentes  para  cada  una  de 
estas  integrinas β2. Mientras  la adhesión firme está mediada por LFA‐1,  la  locomoción depende 
de Mac‐1;  ambos  procesos  contribuyen  a  una  eficiente  transmigración.  Tras  su  activación  por 
unión a ligando, las integrinas regulan diferentes efectores de contractilidad de miosina, GTPasas 
remodeladoras de actina y moléculas implicadas en la regulación de la red de microtúbulos tanto 
en el  frente de avance como en el urópodo. Así,  la  integración de señales generadas en ambos 
polos celulares conduce a un movimiento coordinado del leucocito 258. 
Papel funcional de las CAMs endoteliales VCAM‐1 e ICAM‐1. 
 
Las moléculas VCAM‐1 e  ICAM‐1, miembros de  la superfamilia de  las  inmunoglobulinas, 
son las principales moléculas de adhesión endotelial implicadas en la unión a las integrinas VLA‐4 
y  LFA‐1,  respectivamente  259.  Solo  ICAM‐1  se expresa escasamente en el endotelio quiescente, 
mientras que se  induce  la expresión de ambas moléculas  tras  la activación celular por citocinas 
proinflamatorias tales como la IL‐1 y el TNF‐α. 
Además, se ha descrito la unión de VCAM‐1 e ICAM‐1 al citoesqueleto de actina a través 
de  dos miembros  de  la  familia  ERM,  (ezrina  y moesina)  260.  Estas moléculas  funcionan  como 
conectores de la membrana con el citoesqueleto de actina regulando la morfogénesis cortical y la 
adhesión celular. 
Se ha estudiado la dinámica de VCAM‐1 e ICAM‐1 en células HUVEC (células primarias de 
vena  de  cordón  umbilical)  activadas  con  TNF‐α  durante  el  proceso  de  interacción  leucocito‐
endotelio.  Se  ha  observado  que,  tras  la  parada  de  los  leucocitos  en  el  endotelio,  la  unión  de 
VCAM‐1  e  ICAM‐1  con  sus  ligandos  desencadena  la  reorganización  del  citoesqueleto  cortical 
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endotelial de actina y genera una estructura  tridimensional de anclaje que  rodea el  leucocito y 
previene la separación de los leucocitos adheridos en condiciones de flujo fisiológico. 
Dicha estructura contiene gran acumulación de dichos receptores de adhesión, así como 
las proteínas ezrina y moesina activadas.  La estructura endotelial de anclaje  se  sostiene por el 
citoesqueleto de actina, y otra serie de proteínas. También, segundos mensajeros tales como PI 
(4,5)P2  o  la  ruta  de  señalización  Rho/160ROCK  son  importantes  para  la  generación  y  el 
mantenimiento de la estructura endotelial de anclaje. 
Además,  ambos  receptores,  ICAM‐1  y  VCAM‐1,  se  agrupan  de manera  conjunta  en  la 
estructura endotelial de anclaje, aunque uno de ellos no se encuentre unido a su correspondiente 
ligando. Este reclutamiento conjunto también es  independiente del anclaje del citoesqueleto de 
actina  y  de  la  formación  de  heterodímeros  ICAM‐1/VCAM‐1,  ya  que  se  debe  a  la  inclusión  de 
VCAM‐1  e  ICAM‐1  en  microdominios  ricos  en  tetraspaninas,  que  actúan  como  plataformas 
endoteliales de adhesión especializadas 261. 
Las tetraspaninas son pequeñas proteínas que atraviesan cuatro veces la membrana y se 
asocian  lateralmente a través de su segundo dominio extracelular con otras proteínas  integrales 
de  membrana,  regulan  su  función  y  forman  dominios  multiproteínicos  en  la  membrana 
plasmática.  Se  les ha  implicado  en  varias  funciones  celulares,  entre otras, migración,  adhesión 
intercelular homotípica y heterotípica. Por lo tanto, la inclusión de ICAM‐1 y VCAM‐1 en dominios 
de  tetraspaninas  es  necesaria  para  su  adecuado  funcionamiento  en  condiciones  dinámicas 
estrictas  como  el  estrés  de  flujo.  No  solamente  VCAM‐1  e  ICAM‐1  interaccionan  con 
microdominios de  tetraspaninas, sino  también otros  receptores de adhesión  tales como  JAM‐A, 
PECAM‐1,  ICAM‐2 o CD44. Así pues, podría postularse que  los microdominos de  tetraspaninas 
actuarían  como  plataformas  especializadas  que  organizarían  de  manera  constitutiva  en  la 
membrana los receptores de adhesión apropiados para la rápida cinética y eficiente consecución 
del proceso de extravasación leucocitaria 261. 
Los  receptores  endoteliales  de  adhesión  VCAM‐1  e  ICAM‐1  son  capaces  de  transmitir 
señales  tras  su unión  con el  ligando.  La molécula VCAM‐1 está  implicada en  la apertura de  las 
uniones  interendoteliales  para  facilitar  la  extravasación  de  los  leucocitos.  De  hecho,  VCAM‐1 
induce la activación de la NADPH oxidasa (NOX2 posiblemente) y la producción de RLO de manera 
dependiente de  la GTPasa Rac, con  la consiguiente activación de metaloproteinasas de matriz y 
pérdida de  la adhesión mediada por VE‐cadherina,  lo que favorece el proceso de extravasación. 
Por  otra  parte,  VCAM‐1  e  ICAM‐1  son  capaces  de  inducir  un  rápido  incremento  de  las 
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concentraciones  de  Ca+2  intracelular,  produciendo  la  activación  de  rutas  que  incrementan  la 
permeabilidad  endotelial  y  conllevan  a  un  aumento  de  la  migración  transendotelial 
leucocitaria262,263. 
Finalmente, ICAM‐1 también puede inducir su propia expresión y la de VCAM‐1, actuando 
como un mecanismo de regulación para facilitar la transmigración leucocitaria. 
 
5.6.3.4.‐ Migración 
 
El  proceso  de  transmigración  leucocitaria,  que  tiene  lugar  durante  la  respuesta 
inflamatoria,  requiere  de  importantes  cambios morfológicos  que  implican  el  agrupamiento  de 
receptores de adhesión en estructuras protusivas de la membrana plasmática, tanto en leucocitos 
como en células endoteliales. 
La  transmigración es un proceso activo no solo para  los  leucocitos sino  también para el 
endotelio,  lo  que  promueve  la  rápida  y  eficiente  llegada  de  los  leucocitos  a  los  focos  de  la 
inflamación sin comprometer la integridad de la barrera endotelial. 
El  funcionamiento  coordinado  de  los  receptores  de  adhesión,  el  citoesqueleto  y  las 
moléculas de señalización es crucial para la transmigración leucocitaria. Así la correcta integración 
de señales “del exterior al  interior” y del “interior al exterior” en  leucocitos y endotelio durante 
cada paso de la transmigraciones es crítico para permitir la consecución de este fenómeno. 
Las  señales  implicadas  en  la  adhesión  firme  de  los  leucocitos  al  endotelio  deben  ser 
reversibles,  debilitando  los  contactos  originales  lo  suficiente  para  permitir  la  migración  y 
extravasación de los leucocitos. Durante la transmigración endotelial, las uniones endoteliales se 
deshacen  parcialmente  evitando  el  daño  de  la  monocapa  o  importantes  cambios  de 
permeabilidad.  Así,  las  membranas  del  leucocito  y  el  endotelio  se  mantienen  en  estrecho 
contacto durante la diapédesis y, posteriormente, las membranas endoteliales vuelven a sellar sus 
conexiones. 
En el proceso de  la transmigración  leucocitaria, además de  la ruta clásica de diapédesis, 
en  la que  los  leucocitos cruzan a  través de uniones  interendoteliales  (ruta paracelular), existen 
evidencias  que  indican  la  existencia  de  una  ruta  alternativa,  en  la  que  los  leucocitos  podrían 
migrar a  través de células endoteliales  individuales  (ruta  transcelular)  sin perturbar  las uniones 
interendoteliales 264. Este proceso tiene lugar preferentemente en la microvasculatura. (Figura 33) 
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Figura.33.‐ Transmigración leucocitaria 
 
 
 Ruta paracelular 
El factor determinante en la vía paracelular son las uniones intercelulares endoteliales, así 
como los cambios en la integridad de la barrera endotelial en vénulas postcapilares que afectan al 
reclutamiento de células inflamatorias 248. 
Una  vez  que  los  leucocitos  encuentran  un  sitio  apropiado  para  transmigrar 
(preferentemente en  las uniones  intercelulares), extienden  seudópodos exploratorios entre dos 
células endoteliales adyacentes. 
A continuación,  los seudópodos evolucionan a una  lamela que va atravesando el espacio 
abierto en la monocapa. Durante este proceso, la molécula LFA‐1 es la integrina que tiene el papel 
preponderante. Esta molécula se relocaliza rápidamente, formando un agrupamiento en forma de 
anillo en la interfase de contacto entre leucocito y endotelio, donde interacciona con ICAM‐1 y, en 
algunos otros modelos celulares, con JAM‐A.  
Otras proteínas  implicadas en el proceso de  transmigración  son  ICAM‐2,  JAM‐B,  JAM‐C, 
PECAM‐1  (CD31), ESAM, CD99, etc. Muchas de ellas  son  capaces de  interaccionar homofílica  y 
heterofílicamente  manteniendo  las  uniones  interendoteliales  o  las  interacciones  leucocito‐
endotelio 265. 
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Dos tipos de uniones interendoteliales son relevantes para el proceso de transmigración. 
(Figura 34) 
 
 
 
Figura 34.‐ Uniones interendoteliales: “zónula ocludens y zónula adherens” 
 
Las uniones estrechas (zonula occludens) se encuentran en la zona apical y contienen tres 
tipos de proteínas transmembrana, ocludina, claudina y moléculas de adhesión de unión celular 
(JAMs). Estas moléculas transmembrana están vinculadas con el citoesqueleto de actina a través 
de la interacción con las moléculas que contienen dominios PDZ, tales como ZO‐1 248. 
Jerárquicamente, el determinante más importante de la barrera endotelial son las zonulas 
adherens  que  se  forman  por  la  interacción  homofílica  de  VE‐cadherina  266.  VE‐caderina  actúa 
como  un  guardián  para  el  paso  de  leucocitos  y  la  inhibición  de  la  VE‐caderina  aumenta  la 
permeabilidad de  la monocapa de células endoteliales y  la  tasa de extravasación neutrófilica  in 
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vivo.  Estudios  in  vitro  indican  que  huecos  de  VE‐caderina  pueden  formarse  transitoriamente 
durante la diapedesis de leucocitos. 
La  función  de  VE‐caderina  para  regular  la  barrera  endotelial  o  la  transmigración  de 
leucocitos puede ser modulada por  la fosforilación de  la cola citoplasmática de VE‐caderina, que 
puede ser estimulado por la adhesión de los neutrófilo a las células endoteliales, mediada por la 
ICAM‐1. La transmigración de leucocitos implica interacciones homofílicas y heterofílicas entre los 
receptores de adhesión en los leucocitos y el endotelio 248,267. 
Las JAMs además de interactuar de manera homofílica, JAMs participan como receptores 
para  integrinas de  los  leucocitos. Se ha demostrado que  JAM‐A  interactúa con LFA‐1,  JAM‐B  se 
une al VLA‐4 y JAM‐C interactúa con Mac‐1 268 La función de JAM‐A en la diapédesis de leucocitos 
in vivo ha sido demostrada por  los experimentos con anticuerpos de  inhibición,   así como por  la 
evaluación de  los ratones que presentan deficiencia de  JAM‐A, mostrando que  JAM‐A sobre  los 
neutrófilos,  así  como  sobre  las  células  endoteliales  participan  en  la  extravasación  neutrofílica. 
JAM‐C mediante la interacción heterofílica con la integrina Mac‐1 lleva a cabo la interacción firme 
de  plaquetas‐neutrófilo.  Además,  la  JAM‐C  soluble  o  anticuerpos  para  JAM‐C  bloquean  la 
transmigración neutrofílica a través de las células endoteliales, considerando que la acumulación 
de  neutrófilos  in  vivo  fue  reforzada  por  la  sobreexpresión  de  JAM‐C  específicos  de  las  células 
endoteliales,  en  ratones.  Por  lo  tanto,  JAMs  son  receptores  importantes  en  la migración  de 
leucocitos a través de la barrera endotelial 248,265. 
Otra molécula de adhesión importante en la regulación de la transmigración de leucocitos 
es PECAM‐1  249. Varios estudios  indican que  la  transmigración endotelial de  los  leucocitos está 
mediada  por  la  interacción  homofílica  de  PECAM‐1,  como  se  demuestra  con  anticuerpos  de 
bloqueo tanto en estudios in vitro como in vivo 249. Las PECAM‐1 endoteliales, son inducidas por la 
IL‐1β, pero no por el TNF‐α, para el  reclutamiento de  células  inflamatorias. Recientemente era 
identificada  una  proteína  de  anclaje  glicosil‐fosfatidil‐inositol  (GPI),  la  CD177  expresada 
exclusivamente sobre neutrófilos  identificado como un nuevo  ligando de PECAM‐1 de adhesión 
heterofílica involucrada en migración transendotelial de neutrófilos 269. 
 
La ICAM‐1 de las células endoteliales ha sido implicada en la transmigración. La ICAM‐1 se 
une  a  la  LFA‐1  de  los  leucocitos  en  forma  de  anillo,  durante  la  transmigración.  Además  otra 
estructura  transmigratoria  formada por  ICAM‐1  y proyecciones  en  forma microvellosidades,  se 
demostró que rodeaban a los neutrófilos transmigratorios durante la diapédesis 270. 
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 Ruta transcelular 
Las  observaciones  recientes  sobre  el  mecanismo  de  este  proceso  de  migración 
transcelular  indican que  inicialmente  los  leucocitos generan podosomas  invasivos dependientes 
de  la  actividad de  Src  cinasa  y  la proteína  reguladora del  síndrome de Wiskott‐Aldrich  (WASP) 
para entrar en contacto con la superficie endotelial, que después evolucionan para formar el poro 
transcelular.  En  el  endotelio  es  necesaria  la  fusión  de  membranas  regulada  por  Ca+2  y  por 
complejos que contienen las proteínas SNARE. 
También se ha descrito la translocación de ICAM‐1 a caveolas tras la adhesión leucocitaria 
y la posterior formación de una especie de canal multivesicular, que contiene ICAM‐1 y caveolina‐
1,  alrededor  del  seudópodo  leucocitario  que  penetra  a  través  de  la  célula  endotelial.  Ambas 
proteínas, ICAM‐1 y caveolina, siguen el paso de todo el leucocito moviéndose hacia la membrana 
endotelial basal. Recientemente se ha descrito la existencia in vivo de estructuras endoteliales en 
forma de cúpula que cubren al leucocito durante la migración transendotelial 271. 
Estas observaciones parecen  indicar que  las estructuras endoteliales de anclaje podrían 
llegar a ser cúpulas que envolvieran totalmente los leucocitos en la cara luminal del endotelio, lo 
que permitiría  la ruptura de  la membrana basolateral sin poner en peligro  la función de barrera 
endotelial. (Figura 33) 
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6.‐Cardiotrofina‐1 (CT‐1) 
 
 
 
 
6.1.‐ Introducción 
 
 
 
La proteína denominada CT‐1 es un mediador de  comunicación  celular,  caracterizada e 
identificada  en  1995  por  Pennica  y  cols.,  por  su  actividad  hipertrófica  en  cultivos  de 
cardiomiocitos embrionarios de ratón 272. 
La CT‐1 pertenece a  la familia de  interleucina‐6 (IL‐6), junto con: el factor  inhibidor de  la 
leucemia  (LIF),  la oncostatina M  (OSM), el  factor neurotrófico ciliar  (CNTF), citocina  similar a  la 
cardiotrofina (CLC), interleucina 11 (IL‐11), e interleucina 31 (IL‐31) 273‐276. 
Esta familia de citocinas, se caracteriza porque en su complejo de receptores, poseen una 
subunidad común, la glicoproteína gp130, encargada de traducir la señal al interior de la célula 277. 
Poseen efectos pleiotrópicos y redundantes 274,278 en el organismo y están involucradas en 
una gran variedad de respuestas biológicas, incluyendo respuesta inmune, inflamación, desarrollo 
neuronal y hematopoyesis 273. Además, activan genes involucrados en crecimiento, diferenciación, 
supervivencia, apoptosis y proliferación. Los miembros de la familia de la IL‐6 son muy distintos en 
cuanto  a  la  secuencia  primaria  de  aminoácidos  (15‐20%  aminoácidos  idénticos),  pero  tienen 
estructuras terciarias similares conteniendo 4 hélices anfipáticas. 
 
 
 
6.2.‐ Estructura de la cardiotrofina‐1 
 
 
 
6.2.1.‐ Estructura molecular. Biosíntesis 
 
 
El  gen que  codifica  la  síntesis de CT‐1 de  ratón,  localizado  en  el  cromosoma  7F3,  está 
constituido por 5,4 kilobases (kb), y consta de 3 exones y 2 intrones 279. El mRNA de CT‐1 contiene 
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1,4  kb  y  está  expresado  en  corazón,  pulmón,  hígado,  riñón,  y músculo  esquelético  de  ratón  y 
rata272,274. La proteína se biosintetiza como una proteína de 21,5 kDa. 
 
En 1996 Pennica y cols, 278 aislaron el gen humano y lo localizaron en el cromosoma 16, en 
la región 16p11.1‐16p11.2. con un tamaño de 6‐7 kilobases (kb) y consta de 3 exones y 2 intrones. 
La similitud en  la secuencia entre rata y ratón es de un 94%, siendo superior a  la homología con 
humano, 80% 274. 
 
El tamaño del RNA mensajero (mRNA) de humano adulto es de 1.7 kb y se caracteriza por 
altos niveles de expresión constitutiva en en  tejido de corazón, músculo esquelético, próstata y 
ovario,  bajos  niveles  de  expresión  constitutiva  en  pulmón,  riñón,  páncreas,  timo,  testículos  e 
intestino  delgado  y  poca  expresión  o  ninguna  en  cerebro,  placenta,  hígado,  bazo,  colon,  y  en 
leucocitos de sangre periférica. Este patrón es similar al que se encontró en  tejidos de  ratón, y 
rata 272,274, con  la excepción del hígado, en que es menor en humano que en ratón. También se 
encontró una fuerte expresión en pulmón y riñón en fetos humanos 275. 
 
Para poder aclarar los mecanismos de acción, así como el papel patológico y fisiológico de 
la CT‐1 se aisló el gen y se observó que su expresión se  regula a nivel  transcripcional de  forma 
diferente a otras citocinas de la familia de IL‐6. El promotor de la CT‐1 de ratón, situado a 2.2 kb 
desde el sitio de iniciación de la transcripción 5´, contiene varios motivos de unión de factores de 
transcripción  (CREB, HIF‐1, MyoD, NF‐IL6, Nkx2.5, y GATA)  (Figura 35). Algunos de  los  sitios de 
unión para estos factores de transcripción se han descrito también en la región promotora 1.1 kb 
del humano. Estas secuencias de nucleótidos altamente conservados entre ratón y humano en el 
gen de la CT‐1 (55%) podrían indicar mecanismos reguladores muy conservados para la expresión 
del gen de la CT‐1. La expresión de Nκx2.5 es crítica para la propia formación del corazón. Durante 
la  embriogénesis  del  corazón,  GATA4  es  la  responsable  de  la  génesis  de  las miofibrillas  y  la 
formación de los sarcómeros y juega un importante papel en la morfogénesis cardíaca normal279. 
 
El  promotor  de  IL‐6  está  bien  caracterizado280  y  en miocitos  cardíacos  en  hipoxia,  es 
regulada por NF‐kB y NF‐IL6  cuyos  sitios de unión están  localizados  cerca del TATA box. Por el 
contrario el gen promotor de CT‐1 en ratón no posee ni sitio de unión para TATA box ni para NF‐
kB. Eso demuestra que CT‐1 es regulada de diferente manera que IL‐6 y el resto de los miembros, 
de la superfamilia 279. 
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Figura 35.‐ Posibles elementos reguladores en el extremo 5´del gen de CT‐1 de ratón. Posibles 
sitios de unión para algunos factores de transcripción ubicuos desde el extremo 5´ 
alargándose 2174‐pares de bases desde el lugar de iniciación de la transcripción 279. 
 
Respecto  a  su  estructura  terciaria,  CT‐1  tiene  cuatro  largas  hélices‐α  anfipáticas, 
denominadas  A,  B,  C,  y  D,  unidas  por  plegamientos  que  le  confieren  una  estructura 
característica281 (Figura 36). 
 
 
 
  
Figura 36.‐ Las cuatro largas hélices A, B, C y D están marcadas en diferentes colores.Los lugares de 
unión de los receptores I= CT‐1Rα, II= gp‐130 interacciona con el CBM (módulo de unión a la citocina) 
de gp‐130 y III= gp‐190/LIF‐R están indicados por círculos277,280. 
 
Se han identificado distintas áreas sobre la superficie de las citocinas denominadas “sitios 
de unión” las cuales interaccionan de manera específica con sus receptores. 
 El sitio de unión 1 se corresponde con los residuos C‐terminales de la hélice D y los restos 
C‐terminales  del  bucle  AB.  Esta  interacción  se  realiza  mediante  una  asparragina  que 
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queda expuesta hacia el receptor gracias a la concavidad hidrofóbica que generan restos 
de glicina. La interacción se produce con el dominio del receptor carente de señalización 
intracelular, CT‐1Rα. Este lugar determina la especificidad. 
 El sitio de unión 2 se corresponde con residuos localizados en el medio de las hélices A y C 
y puede  ser el  lugar de unión de  la  subunidad del  receptor gp 130. Esta  interacción  se 
realiza  por medio  de  dos  aminoácidos:  uno  hidrófobo  como  es  la  fenilalanina,  y  otro 
básico como es la arginina vecina. 
 El sitio 3, suele corresponderse con la unión a la subunidad del receptor LIFRβ 280. 
 
 
6.2.2.‐ Complejo receptor 
 
6.2.2.1.‐ Formación del complejo receptor 
 
El receptor de CT‐1 es un complejo de 3 proteínas transmembrana altamente glicosiladas 
compuesto por la cadena gp130, la subunidad β del receptor LIF (LIFR β) y un tercer componente 
conocido como  la subunidad α del  receptor CT‐1(CT‐1Rα)  (Figura 37). La unión de  la CT‐1 a sus 
receptores induce heterodimerización de gp130 y LIFR β. 
 
  
Figura 37.‐ La CT‐1 se une a un complejo trimérico de receptores para 
activar la cascada de señalización, formado por los receptores: gp130, CT‐
1Rα, LIFRβ ( Modificada de Skiniotis G, 2008)280. 
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Vamos a describir las tres cadenas proteicas por separado (Figura 38): 
 
  
Figura 38.‐ Dominios estructurales de las tres cadenas proteicas 
 
Glicoproteína gp130 
La glicoproteína gp130  se encuentra  formando parte del  receptor y es  la encargada de 
iniciar el mecanismo de acción 282. 
Consta de (Figura 38): 
 El  dominio  extracelular  que  está  compuesto  por  597  aminoácidos  divididos  en  seis 
dominios: Cinco dominios de fibronectina tipo III y un dominio tipo  inmunoglobulina (Ig‐
like) 
o Un dominio Ig‐like localizado en el N‐terminal. (D1) 
o Dominio  CHR  (Regiones  homólogas  de  unión  a  la  citocina)=  CBM  (módulo  de 
unión a la citocina) que comprende dos dominios FNIII (fibronectina tipo III). 280,283 
El extremo N‐terminal en su región extracelular posee dos pares de residuos de 
cisteínas  conservados y un motivo Tryp‐Ser‐X‐Tryp‐Ser  (WSXWS, donde X es un 
aminoácido no conservado) en su extremo carboxi‐terminal. La unión del ligando 
a la subunidad del receptor gp130, ocurre a través de los tres dominios distales de 
la membrana (D1‐D3). 
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o Tres dominios  FNIII  adicionales. Estos  tres dominios proximales  a  la membrana 
(D4‐D6) no juegan un importante papel en el reconocimiento del ligando, pero se 
necesitan para la señalización 280. 
 Dominio transmembrana (TM) 
 Región  citoplasmática. No  se  han  encontrado  secuencias  con  actividad  catalítica  pero 
existen  aminoácidos  hidrofóbicos  denominados  respectivamente  box1  y  box2  que  son 
necesarios para la unión a JAK1 y 2 (inactivas) y la transducción de señales al interior de la 
célula. 
 
CT‐1Rα 
CT‐1Rα  ó  gp80R,  es  la  subunidad  α  específica  de  la  citocina,  sin  capacidad  de  enviar 
señales  al  citoplasma.  Su  región  extracelular  es  la  de  unión  con  la  CT‐1  (Figura  38).  CT‐1Rα 
participa en la formación de este complejo trimérico y es la que le confiere una alta sensibilidad y 
especificidad  para  la  CT‐1,  está  altamente  glicosilado  y  tiene  un  peso  molecular  de  80kDa 
(gp80)284. 
La presencia de este  receptor adicional específico para CT‐1  fue descubierto en  células 
neuronales, anclado a la membrana mediante un enlace glicosil fosfatidil inositol (GPI) 283,285. 
 
Receptor del factor LIF (LIFRβ) 
El receptor LIFRβ, también denominado gp190, es  la subunidad transductora de señal al 
interior  de  la  célula,  que  a menudo  no  es  específica  de  la  CT‐1,  sino  que  es  compartida  por 
receptores de otras citocinas. LIFR difiere de gp130 en que tiene dos dominios CBM (D1‐D2 y D4‐
D5) añadidos al dominio Ig y tres dominios FNIII (D6‐D7‐D8) (Figura 38). 
Las  cadenas polipeptídicas de estos  receptores  se  caracterizan por poseer en  su  región 
extracelular dos pares de residuos de cisteínas conservados en el extremo N‐terminal y un motivo 
Tryp‐Ser‐X‐Tryp‐Ser (WSXWS, donde X es un aminoácido no conservado) en su extremo carboxi‐
terminal. La presencia de este dominio permite la unión eficiente del ligando al receptor 286. 
 
6.2.2.2.‐ Activación del complejo receptor 
 
Tras  la  unión  de  CT‐1,  ambos  gp130  y  LIFR‐  β  son  fosforilados  en  residuos  tirosina, 
haciendo más evidente que la señalización de CT‐1 es a través del heterodímero gp130/LIFR‐β 287. 
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La  activación  de  gp130  por  CT‐1  se  lleva  a  cabo  de  manera  secuencial.  La  CT‐1 
interaccionaría  con  su  receptor  específico  vía  “sitio  I”.  Este  complejo  binario  (CT‐1/CT‐1Rα)  es 
entonces  competente  para  acoplarse  a  la  región  CBM  de  la  subunidad  del  receptor  gp130, 
localizado  en  el  dominio D2‐D3,  permitiendo  la  unión  de  gp130  vía  “sitio  II”  de  la  CT‐1,  para 
formar un complejo trimolecular intermedio sin capacidad de señalización. 
El complejo  trimolecular  luego heterodimeriza vía  la  interacción del “sitio  III” de  la CT‐1 
con  LIFR  en  la  posición  D3  286.  Por  lo  tanto  la  unión  de  la  CT‐1  a  sus  receptores,  produce  la 
heterodimerización 287 de gp130, LIFR y la tercera subunidad del receptor (Figura 39), provocando 
cambios bioquímicos en el  interior de  la célula e  induciendo una serie de señales  intracelulares 
que  incluyen  la activación temprana de tirosina cinasas de  la familia de  las  janus cinasas (JAK‐1, 
JAK‐2 y Tyk2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39.‐ Complejo receptor de la CT‐1 288. 
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Estructura y función de las JAKs 
 
Las Janus cinasas (JAKs) son una familia de proteínas con actividad tirosina‐cinasa 288. En 
mamíferos, la familia de las JAKS está constituida por 4 miembros denominados JAK1, JAK2, JAK3 
y  Tyk2,  que  presentan  un  grado  de  homología,  y  funciones  en  gran medida  redundantes.  La 
expresión de  JAK1,  JAK2 y Tyk2 es ubicua, mientras que  JAK3 se expresa únicamente en células 
hemáticas de estirpe mieloide. 
Las  JAKS son cinasas  relativamente grandes, de unos 1.150 aminoácidos, y con un peso 
molecular  de  entre  120‐140  kDa  aproximadamente,  que  presentan  un  elevado  grado  de 
homología, y funciones en gran medida redundantes. Desde el punto de vista estructural, las JAKS 
se  caracterizan  por  poseer  7  regiones  conservadas,  denominados  JH  (JAK  homology)  desde  el 
extremo carboxi‐terminal al amino‐terminal (JH1‐JH7) (Figura 40) 
 
  
Figura 40.‐ Representación esquemática de la estructura de la janus cinasa 277. 
 
La característica principal que define  la estructura de estas proteínas es  la existencia de 
un dominio cinasa (JH1) y un dominio pseudocinasa (JH2).Esta dualidad es la que precisamente da 
el nombre a esta familia de tirosina cinasas ya que al igual que el dios romano de las puertas Jano 
(Janus), las JAK cinasas “tienen dos caras”. 
El  dominio  JH1  es  un  dominio  C  Terminal  que  presenta  la  actividad  tirosina‐cinasa, 
mientras  que  el  domino  JH2  o  dominio  pseudocinasa  ejerce  una  función  reguladora  de  dicha 
actividad. Algunos  estudios  indican que  este dominio  JH2 puede  tener una  función  reguladora 
sobre  la  actividad  catalítica  inhibiéndola289,  mientras  que  en  otros  estudios,  se  postula  la 
necesidad de este dominio precisamente para mantener la función cinasa de las JAK. Otra de las 
funciones en las que se ha implicado al dominio JH2 es el de ser el potencial sitio de unión para las 
STAT. 
El extremo amino‐terminal de  las  JAKS poseen el dominio SH2  (JH3‐JH4),dominios muy 
conservados  encargados  de  la  unión  a  las  fosfotirosinas,  cuyo  nombre  proviene  de  región 
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homóloga  para  Src  ya  que  inicialmente  fueron  identificados  en  la  proteína  Scr  (Sarcoma).  Por 
último,  los  dominios  (JH5‐JH7)  forman  el  denominado  dominio  FERM  formado  por  tres 
subdominios que juntos forman una estructura de trébol compacta, responsable de la asociación 
con el receptor de la citocina y que además regula la actividad catalítica 290. 
Como ya hemos dicho antes, la vía de señalización empleada por la CT‐1 la componen las 
kinasas JAK‐1, JAK‐2 y Tyk2. 
JAK‐1 es una proteína de un peso molecular de 130kDa que se asocia con  los receptores 
conteniendo gp‐130; JAK‐2 es una proteína de un peso molecular de 130kDa que está involucrada 
en  la  señalización  a  través de  los  receptores de  la  cadena  β;  Tyk‐2,  es una  cinasa de un peso 
molecular de 140kDa. 
Los principales efectores de  las  JAK son el grupo de factores de transcripción citosólicos 
STATs, (proteínas activadoras de la transcripción y transductoras de la señal).  
Estructura y función de las STATs 
 
Las  STATs  son  proteínas  con  una  longitud  de  entre  750  y  850  aminoácidos.  Hasta  el 
momento hay siete STAT identificadas (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6). 
Aunque  las diferentes  STATs presentan un menor  grado de homología que  las  Jaks,  es 
posible distinguir en todas ellas 7 dominios conservados (Figura 41): 
 Dominio  N‐terminal  (Dominio  de  interacción  dímero‐dímero).  Es,  probablemente,  el 
encargado de  regular  la  traslocación nuclear, además de  favorecer  la  interacción de  las 
STATs con otras proteínas y con el DNA. 
 Dominio  CCD  (coiled‐coil  domain).  Interviene  en  la  interacción  de  las  STATs  con  otras 
proteínas y, probablemente,  también en  la unión de  las STATs al  receptor de citocinas. 
También se ha  involucrado a este dominio en el transporte de  las STAT fuera del núcleo 
celular 290. 
 Dominio DBD  (dominio de unión al DNA). Es el encargado de  reconocer  las secuencias 
específicas de DNA a las que se unen las STATs. 
 Domino de unión (linker). Su función es conectar el DBD con el domino SH2. 
 Domino SH2. Es el dominio que posee capacidad de reconocer residuos de fosfotirosina. 
Este  dominio  SH2  es  el más  conservado  y  por  su  capacidad  de  reconocer  residuos  de 
fosfotirosina resulta fundamental para el reclutamiento de las STATs por los receptores de 
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citocinas y para su unión con  las JAKs. Además,  la  interacción entre dominios SH2, es  la 
responsable de la dimerización de las STATs 291. 
 Dominio de transactivación. Es el dominio encargado de regular la transcripción.  
 
  
Figura 41.‐ Estructura de los STAT. 
 
 
6.2.3‐ Vías de señalización 
 
 
6.2.3.1.‐ JAK‐STAT 
 
La  activación  de  esta  vía  se  inicia  por  la  unión  de  CT‐1  a  sus  receptores,  y  depende 
principalmente de la activación de las dos familias de proteínas intracelulares que hemos descrito 
anteriormente,  las  janus  cinasas  (JAK‐1,  JAK‐2  y  Tyk2)  y  el  grupo  de  factores  de  transcripción 
citosólicos STATs (STAT‐1, STAT‐3, STAT‐5). Por este motivo, a la vía de señalización de la CT‐1 se 
la  conoce  como  vía  JAK/STAT,  representando  una  forma  de  señalización  desde  la membrana 
celular  hasta  el  núcleo  extraordinariamente  rápida.  De  acuerdo  con  el  término  utilizado  en 
urgencias clínicas,  refiriéndose a una emergencia “STAT”  (del  latín  statim=  inmediatamente), el 
acrónimo  STAT  parece  adecuado  pues  refleja  la  rapidez  en  su  activación  y  su  habilidad  para 
ejercer sus funciones biológicas. 
Las  JAKS  están  constitutivamente  asociadas  a  las  regiones  box‐1  y  box‐2  del  dominio 
intracelular del receptor, de forma que el cambio conformacional que se produce en el receptor 
tras  la unión de  la CT‐1 hace que  las  JAKS se aproximen,  lo que permite su  transactivación,  (es 
decir su fosforilación recíproca en residuos de tirosina). Estos residuos tirosina se encuentran en 
su asa de activación dentro del dominio JH1 277. Las JAK cinasas son activadas por oligomerización 
del receptor de una manera parcialmente específica ya que diferentes citocinas pueden activar las 
mismas  JAK.  Una  vez  activadas,  las  JAKS  van  a  fosforilar  tanto  al  receptor  (en  su  dominio 
intracelular)  como  a  los  STATs.  Esta  fosforilación  induce  el  reclutamiento  del  factor  de 
transcripción  STAT3, que mediante un dominio  SH2  se unirá  a  los  residuos de  fosfotirosina de 
gp130.  La  cadena  de  gp130  fosforilada  puede  atraer,  además  de  STAT3  a  STAT1,  aunque  de 
manera minoritaria 292. 
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En ausencia de estimulación,  las STATs se encuentran  latentes en el citoplasma y por  lo 
tanto están transcripcionalmente inactivas. Pero una vez que son fosforiladas por las JAK a través 
de la fosforilación de sus residuos de tirosina conservados, (en el caso de STAT3 en la tirosina 705 
y en la Ser 727), se lleva a cabo la dimerización con otros STATs formando homo o heterodímeros 
a través de sus dominios SH2. 
El reclutamiento de un único grupo de STAT para cada familia de receptores de citocinas 
supone un hecho crítico para definir la especificidad de la respuesta biológica. Algunos receptores 
de citocinas tienen un único sitio de anclaje para STAT mientras que otros poseen más de un sitio 
de unión. La presencia de más de un sitio de unión permite que dos moléculas de STAT puedan 
ser activadas  simultáneamente  facilitando  la dimerización.  Las  JAK  son  las que proporcionan el 
sitio de unión para los STAT 293 (Figura 42). 
 
  
Figura 42.‐ Receptor de la CT‐1, compuesto por el heterodímero LIFR/gp130, y las vías 
intracelulares activadas por CT‐1. 
 
Por  lo tanto,  la dimerización se produce por  interacción entre el dominio SH2 de una de 
las moléculas de STAT con la tirosina fosforilada de la otra molécula. Puesto que cada molécula de 
STAT  posee  un  dominio  SH2  y  un  residuo  tirosina  fosforilado  la  interacción  que  estabiliza  los 
dímeros formados es bivalente. Esta naturaleza bivalente de la interacción ayuda a entender por 
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qué la dimerización de STAT se ve favorecida sobre la interacción monovalente entre la molécula 
de STAT y la cadena fosforilada del receptor. 
La homodimerización o heterodimerización se basa en  la especificidad del dominio SH2. 
Cuando  STAT1  ó  STAT3  se  une  a  los  receptores  (LIFβ  ó  gp130)  que  han  sido  fosforilados  en 
residuos  tirosina,estos  son  activados  y  forman  dímeros  STAT1‐STAT1,  STAT1‐STAT3  o  STAT3‐
STAT3  los  cuales  son  translocados a el núcleo para unirse a promotores específicos en el DNA 
genómico, de ese modo es estimulada  la transcripción de diferentes genes previstos. (Figura 43) 
Una vez defosforilados se inactivan y vuelven al citoplasma 294. 
 
 
 
 
 
 
Figura 43.‐ Interacción del dímero 
con el ADN 
 
 
 
 
 
En cuanto a la translocación al núcleo y la actividad transcripcional de los STAT, los STAT 
carecen de una  señal de  localización nuclear  y  aunque  se  cree que  la  fosforilación del  residuo 
tirosina  y  la  dimerización  son  esenciales  para  la  translocación  nuclear,  no  parecen  ser 
suficientes.De hecho,  la  fosforilación de  la  tirosina es necesaria para  retener STAT en el núcleo 
teniendo  que  ser  defosforilada  para  que  lo  abandone  295.  La  porción  amino  terminal  de  la 
molécula  cuyos  últimos  125  aminoácidos  están  bien  conservados,  contribuye  a  regular  la 
translocación al núcleo. La translocación al núcleo es dependiente de la actividad de una GTPasa 
denominada Ran y de  la  imputación, a través de  los complejos de poros nucleares (NPC), por un 
mecanismo regulado por las importinas 295. 
La importina α reconoce una secuencia específica en las STATS y se une a una importina β 
que  es  la  encargada  de  translocar  las  STATs  a  través  del NPC.  La  energía  necesaria  para  este 
proceso procede de la hidrólisis de GTP catalizada por Ran, una GTPasa de la familia Ras 295. 
Una  vez  en  el núcleo  celular,  los dímeros de  STATs  se unen  a elementos de  respuesta 
específicos, regulando la transcripción de genes diana. La actividad transcripcional de los dímeros 
                                                    Síndrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la 
Isquemia/Reperfusión y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina‐1. 
 
 
Página | 131 
de  STAT  es  regulada  por  la  fosforilación  de  un  residuo  serina  situado  en  el  dominio  de 
transactivación.  Este  residuo  serina  se  ha  identificado  en  todos  los  STAT  (con  la  excepción  de 
STAT2 y STAT6 que carecen del mismo). En STAT1 y STAT3 la alteración de esta serina reduce su 
actividad transcripcional a un 20%. Entre otras, STAT3 esta implicada en la regulación de los genes 
c‐jun,  c‐myc, o  JunB. Además,  la  señalización mediada por  STAT3  está  involucrada  en diversas 
funciones biológicas tal como la biosíntesis de las proteínas antiapoptóticas Bcl‐2 and Bcl‐xL, 294 la 
hipertrofia de miocardio e hígado y la activación de genes en respuesta a factores de crecimiento 
que aumentan  la proliferación celular. En algunos tipos celulares, estos receptores activan otras 
vías de señalización como  la PI‐3K/PKB y  la Ras/MAPK, ya que componentes de estas vías como 
Shc, también reconocen los dominios SH2 296. 
 
6.2.3.2.‐ Regulación negativa de la vía JAK‐STAT 
 
Tan  importante como  la capacidad para  iniciar  la respuesta frente al estímulo producido 
por la CT‐1, resulta la terminación de la misma (Figura 44). De hecho, resulta lógico pensar que la 
falta de  la  regulación de  las vías  JAK/STAT puede  ser  importante en  la patogénesis de distintas 
enfermedades de  índole variada. La duración de  la activación de  los STAT es  limitada decayendo 
su respuesta en un tiempo limitado 297. 
 
  
Figura 44.‐ Regulación negativa de la vía JAK/STAT 
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Representación esquemática de algunas de  las vías de regulación de  la vía JAK/STAT. Las 
JAK  kinasas  pueden  ser  reguladas  a  distintos  niveles:proteínas  SOCS,  PTP  (  proteínas  tirosinas 
fosfatasas) y mediante degradación mediada por conjugacióncon ubiquitininas.Los STAT pueden 
ser regulados a través de las proteínas PIAS y también por las PTP que pueden actuar tanto a nivel 
citoplasmático como a nivel nuclear. 
En los apartados siguientes vamos a hacer una breve descripción de los mecanismos más 
importantes de regulación negativa de STAT3. 
Existen 3  familias principales de reguladores negativos de esta vía de señalización: PTPs 
(proteína  fosfatasa  de  residuos  de  tirosina),  SOCS  (familia  de  supresores  de  señalización  de 
citocinas) y PIAS (proteína inhibidora de las STATs activadas).  
La familia SOCS 
La  familia  de  proteínas  con  un  dominio  SH2  se  denominó  SOCS  (supresor  de  la 
señalización por citocinas) (Figura 45) y está constituida por 8 miembros. El primer miembro de la 
familia  identificado  se  denomina  CIS  (citocina‐SH2  inducible)  y  el  resto  de  componentes  se 
denominan SOCS1‐SOCS7. Una  importante característica de estas proteínas es que su expresión 
está regulada positivamente por  las STATs, estableciéndose así un circuito de retroalimentación 
negativa297. 
 
Figura.45.‐ Estructura de  la proteína SOCS. 
Posee en  su extremo carboxi‐terminal una 
región  de  unos  40  aminoácidos  que  se 
denominan SOCS box. En  la  región  central 
presentan  un  dominio  SH2.  El  extremo 
amino  terminal  es  variable  en  longitud, 
desde  50  hasta  380  aminoácidos 
(dependiendo SOCS1‐SOCS7). 
 
Todos  los miembros  de  la  familia  SOCS  poseen  un  dominio  SH2  y  un  SOCSbox  en  el 
extremo  C‐terminal.  La  función  del  dominio  SH2  es  unirse  a  las  proteínas,  a  través  de  la 
interacción con  los residuos de tirosina fosforilados del circuito de activación de  las JAK e  inhibir 
su  activación, mientras que  la unión  de  las proteínas  al  SOCSbox,  se  lleva  a  cabo mediante  la 
asociación de las elonginas B y C con el SOCS box y la unión a sus sustratos para su ubiquitinación 
y  posterior  degradación  por  el  proteosoma.  Por  lo  tanto,  las  proteínas  SOCS  inhiben  la 
señalización de  las citocinas a través de varios mecanismos; mediante  la unión e  inhibición de  la 
actividad  de  las  JAKs,  evitando  la  dimerización  de  los  STAT  y  uniéndose  a  los  receptores  de 
citocina y a las JAKs para la ubiquitinización y posterior degradación por el proteasoma 298. 
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La administración  intravenosa de CT‐1  induce un  incremento notable y  transitorio en  la 
activación de STAT3 en varios tejidos y posteriormente la sobreregulación de dos miembros de la 
familia CIS  (citosina  inducible por  la  proteína  SH2)  la  SOCS‐1  y  SOCS‐3  y  se  ha observado que 
SOCS‐3 está directamente asociado con la activación de JAK2 in vivo. Una segunda administración 
de CT‐1 produce una disminución en la fosforilación de STAT3. 
Por lo tanto, SOCS‐1 y SOCS‐3 inhiben la señalización por unión al circuito de activación de 
las JAK y por unión directa al receptor gp130. 298 Además del dominio SH2 y del SOCSbox, SOCS‐1 
y  SOCS‐3  contienen  una  región  inhibitoria  cinasa  (KIR)  situada  en  el  extremo  N‐terminal  del 
dominio SH2, que actúa como un pseudo‐substrate de JAKs 299. 
La expresión  forzada de SOCS‐1 y SOCS‐3, pero no otras SOCS, bloquea directamente  la 
activación de STAT3 inducida por la CT‐1 in vitro, por lo que SOCS‐1 y SOCS‐3 pueden actuar como 
inhibidores endógenos de  la vía de señalización JAK/STAT,  inducida por  la CT‐1  in vivo. 300 Otros 
trabajos  sugieren  que  la  CT‐1  también  confiere  resistencia  cruzada  frente  a  otros  grupos  de 
citocinas como IL‐1β e INF‐γ 299. 
La familia PIAS 
El  segundo  tipo  de  reguladores  negativos  de  la  vía  JAK  ‐STAT  son  las  PIAS  (Proteínas 
inhibidoras de  la actividad de STAT). Hasta el momento se han  identificado 5 miembros en esta 
familia: PIAS1, PIAS2, PIASxα, PIASxβ y PIASy. Las PIAS  se unen a  los dímeros de STATs activos, 
bloqueando su unión al DNA. 
La  interacción de  las proteínas PIAS con  los distintos STAT muestra cierta especificidad y 
es dependiente del estimulo por citocinas, de modo que en células sin estimular no se produce la 
interacción  PIAS‐STAT.  Se  han  descrito  distintos mecanismos  de  acción  de  las  proteínas  PIAS, 
como la inhibición de la unión a ADN de los STAT o el reclutamiento de histonas deacetilasas que 
actuarían  como  moléculas  corepresoras.  Las  proteínas  PIAS  tienen  actividad  SUMO  (small 
ubiquitin‐like modifier) de modo que  las proteínas PIAS pueden  llevar a cabo  la conjugación de 
STAT1 con la molécula SUMO 301. 
Tirosina fosfatasas (PTPs) 
Otro de  los mecanismos de  regulación de  la vía  JAK/STAT  supone  la desfosforilación de 
sus componentes activados. Varias son las tirosina fosfatasas que han sido identificadas regulando 
tanto a las JAK como a los STAT. Las principales PTPs implicadas en la regulación de la señalización 
de  los  receptores  de  citocinas  son  SHP1  (SH2‐containing  phosphatase  1)  y  SHP2  (Fosfotirosina 
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fosfatasa)  (Figura  46).  Ambas  proteínas  se  encargan  de  defosforilar  las  JAKS,  aunque 
recientemente  se  ha  sugerido  que  pueden  actuar  también  defosforilando  STATs  tanto  a  nivel 
citoplasmático  como  a  nivel  nuclear  302.  SHP2  es  una  proteína  expresada  en múltiples  tejidos, 
mientras que SHP1 está restringida al sistema hematopoyético. 
 
  
Figura 46.‐ SHP2 (proteína citoplasmática tirosina‐fosfatasa que contiene un domino SH2). 
 
 
6.2.3.3.‐ ERK1/2 
 
Además de  la vía JAK/STAT,  la unión de  la CT‐1 a sus receptores puede activar otras vías 
de señalización como  la p42/44 MAPK  (p42/44 proteina cinasa activada por mitógenos),  la cual 
también es conocida como ERK1/2 303. 
ERK1/2  es  un miembro  de  la  familia  de  las  proteínas  cinasas  (MAP).  La  estimulación 
celular que conduce a  la  fosforilación de gp130 también  induce  la unión de  la tirosina fosfatasa 
SHP‐2  llevando a  la activación secuencial de SHP2, Ras, Raf, MAP cinasa/ERK1/2(MEK) y ERK1/2. 
La activación de ERK requiere dos fosforilaciones en un residuo de tirosina y otro de treonina303. 
Específicamente, SOCS‐3 compite con SHP2 por el sitio de unión a  la tirosina 757 fosforilada del 
gp130 y como consecuencia disminuye la fosforilación de la tirosina de unión de la SHP2 y por lo 
tanto disminuye la señalización de ERK. 
La vía MAPK es directamente responsable de la fosforilación y activación de NF‐IL6 (factor 
nuclear IL‐6), un factor involucrado en la señal de traducción de citocinas 304. 
Mientras  que  la  activación  de  la  vía  JAK‐STAT  se  cree  que  está  relacionada  con  las 
acciones proinflamatorias de  la CT‐1, existen otras moléculas que son activadas por  los mismos 
receptores,  las  cuales  podrían  estar  implicadas  en  funciones  sobe  el  crecimiento  celular  y 
supervivencia,  como  la  vía  SHP2/MAPK.  Los  dos  sistemas  no  son  excluyentes,  observándose 
regulación cruzada entre ellos pudiendo compensar una de las vías un déficit en la otra 305. 
Cuando  las  cinasas  de  la  familia  SRC  (SHP2,  Shc….),  se  unen  a  los  receptores  (LIFRβ  o 
gp130)  que  ya  han  sido  fosforilados  en  residuos  tirosina,  estas  son  también  fosforiladas  y 
activadas. Una vez activada SHP2 se asocia al complejo de proteínas Shc‐Grb2‐Sos, para inducir el 
intercambio de nucleótidos GDP‐GTP en  la proteína Ras. El factor  intercambiador de nucleótidos 
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de guanina (GEFs) participa en la disociación de GDP y posterior captación de GTP desde el citosol 
activando  por  tanto  Ras.  Ras  es  una  GTPasa  cuya  función  principal  es  la  de  actuar  como 
transductora de  la  señal  iniciada por  los  receptores  tirosina cinasa,  transmitiéndola a  través de 
múltiples  vías  al  interior  de  la  célula,  participando  así  en  el  control  de  procesos  como  la 
proliferación  celular  y/o  diferenciación.  GAPs  (proteínas  activadoras  de  GTPasas)  que 
incrementan la hidrólisis del GTP asociada a Ras inactivándola (Figura 47). 
 
 
 
 
 
Figura 47.‐ Ciclo de  activación de Ras. Ras‐
GDP:  inactiva,  Ras‐GTP:  forma  activa,  GEF: 
factor  intercambiador  de  nucleótidos  de 
guanina,  GAP:  proteína  activadora  de 
GTPasa 
 
 
 
 
Una  vez  que Ras  es  activado, multitud  de  vías  transmitirán  esta  señal  al  interior  de  la 
célula. Entre  las vías dependientes de Ras podemos citar  la vía Ras/MAPKs. La vía de  las MAPKs 
(proteínas cinasas activadas por mitógenos)  (Figura 48)  transducen señales desde  la membrana 
celular al núcleo en respuesta a un amplio rango de estímulos, incluido el stress 306. 
 
 
 
Figura  48.‐  MAPK  (proteínas  cinasas  activadas  por 
mitógenos) 
 
 
La  proteína  Ras‐GTP  se  une  y  activa  a  la  proteína  Raf  (una  serina/treonina  cinasa, 
MAPKKK), a su vez la proteína Raf activada, fosforila y activa las MEK1 y MEK2 (serina/treonina y 
tirosina  cinasas, MAPKKs),  que  a  su  vez  fosforilan  y  activan  las MAPKs.  En mamíferos  existen 
cuatro grupos de MAPK: ERK (ERK1/2), p38, JNK y ERK5. Las MAPK son translocadas al interior del 
núcleo y activan los factores de transcripción que regulan la expresión de genes que participan en 
multitud  de  procesos  celulares  como  son  diferenciación  celular,  motilidad,  proliferación  y 
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apoptosis.La vía de señalización de ERK fue la primera vía de señalización de MAPK estudiada en 
mamíferos.  ERK  1/2  se  ha  relacionado  preferentemente  con  proliferación,  diferenciación  y 
supervivencia,  y  JNK  y  p38,  preferentemente  con  respuestas  a  estrés  como  inflamación  y 
apoptosis,  aunque  hay  excepciones,  y  tanto  JNK  como  p38  pueden  mediar  proliferación.  La 
señalización  a  través  de  ERK1/2  es  crítica  para  la  regulación  de  la  evolución  del  ciclo  celular, 
favorece  la  supervivencia celular evitando  la apoptosis  inducida por  la  fosforilación de Bad que 
con frecuencia libera Bcl‐xL en el citosol, de esta manera esta molécula puede ejercer sus efectos 
antiapoptóticos. ERK  también activa Mcl‐1, una proteína que pertenece a  la  familia de Bcl2 con 
función antiapoptótica 306. 
 
6.2.3.4.‐ PI3K‐Akt 
 
 
Otra de  las vías de  señalización activada por  la CT‐1 es  la PI3K‐Akt  (fosfatidil  inositol 3 
cinasa/proteína cinasa B) 307. 
Una vez que la citocina se une a su receptor y éste fosforila los residuos tirosina de su cola 
citoplasmática se produce un rápido  incremento en  los niveles de actividad de  la PI3K. La vía de 
señalización  de  la  PI3K/Akt  rige  diversos  procesos  celulares  como  la  proliferación  y  la  tasa  de 
supervivencia o la remodelación del citoesqueleto y el tráfico de orgánulos intracelulares PI3K es 
un complejo heterodimérico que comprende una subunidad reguladora de 85 kDa y una catalítica 
de 110 kDa que se encarga de la fosforilación de lípidos de inositol para generar 3‐fosfoinositoles 
PI: PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3. Éstos se unen a una gran variedad de moléculas de señalización, 
alterando  su  actividad  y  localización  celular.  La  regulación  de  la  supervivencia  por  PI3K,  en 
particular, está mediada por la activación de AKT, la cual requiere su translocación a la membrana 
plasmática y la fosforilación en treonina 308 (Thr308) y serina 473 (Ser473) 308. Las dianas de AKT 
son diversas y se han asociado a respuestas metabólicas y de supervivencia celular. Los sustratos 
de  AKT  incluyen  la  inactivación  de mediadores  proapoptóticos  (Bad,  Bax,  caspasa‐9,  factor  de 
transcripción Forkhead, GSK‐3, p53) y la activación de proteínas antiapoptóticas (Bcl‐2, Bcl‐xL, IAP 
y mTOR) que en conjunto determinan  las diversas funciones de  la vía PI3K/AKT. La vía PI3K/AKT 
puede ser activada por gran número de hormonas,  factores de crecimiento y citocinas. Esta vía 
está  asociada  con  supervivencia  celular  y  patogénesis  de  gran  número  de  enfermedades 
incluyendo cáncer 309 y fibrosis renal 310,311. La activación de AKT por PI3K media la fosforilación de 
diversos sustratos involucrados en crecimiento celular, supervivencia, proliferación y apoptosis. 
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6.2.3.5.‐ Vías de señalización y su implicación 
 
Es  probable  que  CT‐1  lleve  a  cabo  sus  efectos  vía  una  combinación  de  las  rutas  de 
señalización,  antes  mencionadas  y  es  muy  importante  determinar  que  ruta  o  rutas  están 
involucradas en cada efecto particular de la CT‐1 312‐317 (Figura 49). 
 
  
Figura 49.‐ Vías de señalización activadas por la CT‐1. 
 
La  vía  JAK/STAT  transduce  señales  de  protección  contra  la  respuesta  inflamatoria,  318 
protege  de  la  isquemia  319‐321,  y  del  estrés  oxidativo  322  promueve  la  angiogénesis  y, 
consecuentemente,  la  oxigenación  del  tejido  durante  la  reperfusión.  También  controla  el 
metabolismo del colágeno intersticial, con una reducción en la fibrosis cardíaca 319. 
Respecto a la vía PI3K/Akt, estimula, al igual que la ruta p42/44 MAPK, la supervivencia de 
miocitos cardíacos contra la apoptosis inducida por la respuesta inflamatoria 323. 
Ni la activación de la vía MEK/ERK1/2 ni PI3K/Akt por sí solas son suficientes, en cuanto a 
la protección cardíaca contra estímulos no isquémicos 324 y reoxigenación 312 mediados por CT‐1, 
por lo tanto MAPK y PI3K/Akt podrían cooperar en los efectos pro‐supervivencia mediados por la 
CT‐1 313,324. 
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Una de las vías claramente implicadas en la inhibición de la señal apoptótica es la vía de la 
PI‐3K/AKT. La activación de PI‐3K  induce  la activación por fosforilación de AKT en  la serina 475 y 
treonina 308. La activación de AKT provoca a su vez  la fosforilación de BAD en  las serinas 112 y 
136.  BAD  es  un miembro  de  la  familia  de  Bcl‐2  y  es  un  regulador  importante  de  la  señal  de 
supervivencia. BAD  inactivo dimeriza  con  las proteínas Bcl‐x o Bcl‐2 neutralizando  su  actividad 
antiapoptótica. La fosforilación de BAD conlleva la liberación de Bcl‐2 o Bcl‐x que suprimirán la vía 
de apoptosis. Por  lo  tanto  la CT‐1  también  fosforila el  factor proapoptótico, BAD  307, por  la vía 
PI3K/Akt, ejerciendo protección  atribuída en parte  a  la  sobreregulación del  gen  antiapoptótico 
bcl‐2 y la disminución del proapoptótico bax 325. 
También,  se  ha  demostrado  que  CT‐1  activa  el  factor  nuclear  kappa  B  (NFκB)  en 
cardiomiocitos  326,  hepatocitos  327,  células  endoteliales  de  la  vena  umbilical  328  y  neuronas 
sensoriales 329. 
Los  factores  de  transcripción  tienen  un  importante  papel  en  el  balance 
apoptosis/supervivencia. NFkB es activado a  través de diferentes cascadas de señalización  tales 
como Akt y ERK que fosforilan IkB. 
 
 
 
6.3.‐ Efectos de la cardiotrofina‐1 
 
 
 
Se ha demostrado que CT‐1  tiene efectos múltiples  sobre una gran variedad de  tejidos 
incluyendo corazón, hígado, sistema neuronal, etc. 330‐335. 
 
 
6.3.1.‐ Efectos de la cardiotrofina‐1 en el corazón 
 
 
En  el  corazón  la  CT‐1  es  sintetizada  por  cardiomiocitos  y  por  otras  células  “no 
cardiomiocitos” siendo secretada vía seno coronario hacia la circulación periférica 336. 
CT‐1  es  de  gran  importancia  en  el  desarrollo  cardíaco,  aumenta  la  proliferación  de 
miocitos embrionarios cardíacos y  la supervivencia de cardiomiocitos de neonatos en cultivo. La 
CT‐1 juega un papel autocrino durante el crecimiento y la morfogénesis del corazón, por lo que no 
solo actúa por mecanismos paracrinos, sino también por mecanismos autocrinos 276,337. 
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Se  ha  demostrado,  tanto  in  vitro  como  in  vivo  que  CT‐1  tiene  un  gran  número  de 
funciones diferentes, entre ellas, protección de miocardio, induce efectos hemodinámicos, y tiene 
propiedades  endocrinas.  CT‐1  también  está  involucrada  en  patologías  cardiovasculares  como 
hipertensión, enfermedades valvulares, fallo cardíaco y enfermedades de arterias coronarias 338, y 
la administración crónica de la CT‐1 incrementa el peso del corazón y el ventricular 331,339. 
 
6.3.1.1.‐ Efectos cardioprotectores 
 
 
Hipoxia de miocardio 
 
Se  ha  demostrado  un  aumento  de  la  expresión  de  CT‐1  en  diversas  situaciones 
fisiopatológicas de hipoxia cardiaca: 1) durante enfermedades cardiacas como la angina de pecho, 
infarto  cardiaco  e  insuficiencia  cardiaca  339,  2)  en  el  corazón  embrionario  donde  la masa  del 
corazón  incrementa  a  través  de  hiperplasia  celular  cardiaca  340,  3)  durante  el  crecimiento  de 
células madre embrionarias de ratón (ES) en tejidos embrionarios 340. 
La  hipoxia  está  asociada  con  incremento  de  los  RLO  producidos  a  través  de  la  cadena 
respiratoria mitocondrial o de la actividad de la NADPH oxidasa 341. 
Los RLO, producidos  tanto endogena  como exógenamente,  activan  las distintas MAPKS 
(ERK 1/2, JNK y p38 MAPK), que juegan un importante papel en la diferenciación celular 342,343. 
Durante el infarto de miocardio aumenta la producción de RLO 344 y se ha demostrado que 
la  hipoxia  y  los  RLO  generados  por  la  NADPH  oxidasa  podrían  regular  la  expresión  de  la  CT‐
1340,345,346, a su vez la CT‐1 activa las vías de señalización MAPKs (ERK1/2, JNK, p38) y PI3K a través 
de los RLO 347. (Figura 50) 
Se  ha  demostrado  que  tanto  los  pro‐óxidantes  como  la  hipoxia  fisiológica  así  como  el 
factor  inducible por hipoxia  (HIF‐1α),  incrementan  los niveles tanto de proteína como de ARNm 
de CT‐1, indicando que la expresión de CT‐1 es regulada por los RLO y la hipoxia 345. El tratamiento 
con pro‐oxidantes  incrementa  la  fosforilación de gp130 y  la expresión de  las  subunidades p22‐
phox,  p47‐phox,  p67‐phox,  de  la  NADPH  oxidasa,  así  como  el  ARNm  de  Nox1  y  Nox4. 
Consecuentemente,  la  inhibición  de  la  actividad  de  la  NADPH  oxidasa  por  inhibidores  como 
diphenyleneiodonium (DPI) y otros, anulan la sobreregulación de CT‐1 inducida por prooxidantes 
e hipoxia química.  Los pro‐oxidantes  activan  ERK1, 2,  JNK  y p38  así  como PI3‐K  277,  y  la  sobre 
expresión de CT‐1 mediada por prooxidantes se  inhibe en presencia de antagonistas de ERK1/2, 
JNK, p38, PI3K y Jak‐2 así como de secuestradores de radicales libres 346‐348. 
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Figura 50.‐ Esquema de las vías de señalización activadas por RLO e hipoxia. Modificada 347 
 
La CT‐1 está implicada en el crecimiento y la supervivencia de las células cardiacas. Se ha 
demostrado recientemente en cultivos de células madre murinas embrionarias (ES), que  la CT‐1 
estimula significativamente la cardiomiogénesis y la proliferación celular por un mecanismo en el 
que están involucradas la activación de las cascadas de señalización molecular JAK/STAT, MAPK y 
NF‐kB, y en el que también están implicados los RLO 346, ya que el aumento de la proliferación se 
inhibió con el tratamiento previo con vitamina E, (secuestrador de los RLO), lo que indica un papel 
para los RLO en la cascada de señalización de la CT‐1 346. 
La expresión de CT‐1 aumenta después de un estímulo hipóxico y en este medio hipóxico 
se incrementa la capacidad para la activación de STAT3 en miocitos cardíacos. 345 
También, se ha investigado sobre los efectos de la CT‐1 en la diferenciación y maduración 
de células madre  in vitro,  (de  la médula ósea mesenquimal de  rata; BMMSCs), y  los  resultados 
indican  que  la  CT‐1 mejora  la  diferenciación  y maduración  de  las  células  BMMSCs  a  células 
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semejantes a cardiomiocitos. Este efecto de la CT‐1 podría ayudar a encontrar un nuevo método 
en la terapia celular en infarto de miocardio a partir de BMMSCs 349,350. 
Daño por isquemia/reperfusión 
 
CT‐1 ha demostrado ser capaz de promover tanto  la proliferación como  la supervivencia 
de  miocitos  cardiacos  tanto  embrionarios  como  neonatales  en  concentraciones 
subnanomolares337. En numerosos estudios experimentales la CT‐1 actúa como un potente factor 
de  supervivencia  cardíaca, y promueve  la proliferación de  cardiomiocitos  tanto  in vivo como  in 
vitro 316,331,351,352. 
Estudios sobre la CT‐1 en el corazón postinfarto revelan una elevada expresión en la zona 
del  infarto desde  las 24 horas a  las 8 semanas, así como una elevada expresión de  la CT‐1 en el 
miocadio viable en la fase crónica de restauración del daño 339. Hay claras evidencias que apoyan 
los efectos beneficiosos de la CT‐1 durante el período temprano despúes del infarto de miocardio 
en la reparación del daño a través de las siguientes acciones: 1) promover la supervivencia celular 
del miocardio, 2) inducir hipertrofia de los miocitos que sobrevivieron, 3) inducir la proliferación y 
migración de fibroblastos desde  la zona contigua del miocardio viable. La CT‐1 reduce  la pérdida 
de miocitos  con  la  regeneración  de  la  cicatriz  del  infarto  y  una mejoría  en  el  funcionamiento 
ventricular 339,353. Además, la CT‐1 induce proliferación, migración de fibroblastos 354,355. y síntesis 
de  colágeno  339,353,356,357. Por  lo  tanto, en modelos de  ratas  con  isquemia de miocardio,  la CT‐1 
juega un papel muy importante en la reparación del tejido y su cicatrización 356. 
Varios  estudios,  han  demostrado,  que  tanto  en  células  cardiacas  neonatales  como 
adultas,  que  la  CT‐1  tiene  efectos  citoprotectores  contra  la  isquemia,  tanto  si  se  añade  antes 
como después del estímulo hipóxico 358. Además también protege a células cardiacas neonatales 
de  la  muerte,  provocada  por  estímulos  no  isquémicos  como  angiotensina  II  y  peróxido  de 
hidrógeno 312,313,324,359. 
En el corazón adulto en ratas se ha observado un incremento de la expresión de CT‐1 en 
cardiomiocitos y fibroblastos después del infarto de miocardio 360. El pretratamiento con CT‐1 en 
ratas  sometidas  a  una  ligadura  de  la  arteria  coronaria  izquierda  hace  que  el  número  de 
cardiomiocitos apoptóticos también sea menor, junto con una inhibición significativa de P53, Fas 
y Bax y un incremento de la expresión Bcl‐2 en el miocardio 361. En otro estudio se ha demostrado 
que  la  CT‐1  tiene  un  efecto  cardioprotector  importante  en  un modelo murino  de  infarto  de 
miocardio,  observando  como  el  índice  de  apoptosis  fue  inferior  en  el  grupo  tratado  con  un 
adenovirus  de  CT‐1  (AdCT‐1),  inyectado  directamente  en  la  zona  del  miocadio  isquémico. 
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También  se  observó  como  en  el  grupo  tratado  se  inhibía  significativamente  Fax,  Bax  y  P53  y 
aumentaba la expresión de la CT‐1 y Bcl‐2, junto con una disminución en la activación de caspasa‐
3 y en la liberación del citocromo C 362. 
 
Se  investigaron  también  los  efectos  protectores  de  la  CT‐1  en  el  miocardio  humano 
sometido a un precondicionamiento  isquémico (PC). CT‐1  induce una protección significativa del 
miocardio humano contra la lesión isquémica cuando el tejido está expuesto a este factor por un 
período  largo  (por  ejemplo,  24  h),  pero  no  cuando  se  expone  durante  un  corto  período  (por 
ejemplo, 2 h). Además,  la protección conferida por una exposición  larga a CT‐1 es tan potente o 
incluso mayor que la obtenida por un segundo PC. La protección inducida por la CT‐1, pero no la 
inducida por el PC, puede ser abolida por anticuerpos contra la CT‐1, lo que sugiere que su acción 
beneficiosa se lleva a cabo por diferentes mecanismos363.Ratones knock‐out de gp130 mostraron 
un incremento significativo en la apoptosis de miocitos cardiacos. Esos resultados indican que las 
vías dependientes de gp130 son esenciales para  la supervivencia de miocitos y para disminuir  la 
apoptosis en mecanismos de estrés 364. 
STAT‐3  no  afecta  al  proceso  antiapoptótico  llevado  a  cabo  por  la  CT‐1  en 
cardiomiocitos365.  En  cardiomiocitos  los  efectos  antiapoptóticos  de  la  CT‐1  son 
predominantemente transmitidos vía MAPK y necesariamente requieren  la activación de ERK1/2 
324,366.  Estudios  sobre  daño  por  I/R  en  ratas  revelan  que  la  activación  de  ERK1/2  por  la  CT‐1 
protege los cardiomiocitos de la apoptosis, tanto si es añadida antes de la isquemia o durante la 
reperfusión, por  lo que podría tener un potencial terapeútico este proceso 312,313, y esos efectos 
protectores  se  bloquearían  si  se  administra  un  inhibidor  de  la  vía  p42/p44  MAPK 
313,316,324,326,337,359,367,368. Los efectos de la CT‐1 en la supervivencia celular se llevan también a cabo 
a través de la vía de señalización p38 MAPK y PI3K/Akt 313,324,326 y es necesaria la activación de NF‐
kappa B, mientras son independientes en gran parte de STAT3 316,326,337,367,368. 
 
Parece ser que la señalización a través de la cual CT‐1 ejerce su papel en la supervivencia 
celular es la vía PI3K/Akt mediante la fosforilación del factor proapoptótico BAD 307,325,352,365,369‐371. 
Si se administra el  inhibidor de PI3K/Akt (LY294002) se  inhibe  la fosforilación de BAD y el efecto 
antiapoptótico,  sugiriendo que  la  fosforilación de BAD es uno de  los pasos clave por  los cuales 
PI3K/Akt lleva a cabo los efectos de supervivencia inducidos por CT‐1 307. (Figura 51) 
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Figura 51.‐ Vía de  la  fosforilación de BAD a  través de  la 
CT‐1. 
 
 
 
 
 
 
El  tratamiento, de cultivos celulares de cardiomiocitos de neonatos con CT‐1,  induce un 
aumento en la síntesis de las proteínas de choque térmico (hsp70 y hsp90) 352 y se ha demostrado 
que debido a la expresión de estas proteínas hsp70 y hsp90, los cardiomiocitos tratados con CT‐1 
están protegidos del estrés isquémico y del estrés térmico 275,352,356,368‐371. Los efectos de la CT‐1 no 
van acompañados de un aumento en los niveles del mRNA de hsp y estos efectos de la CT‐1 son 
insensibles a un  inhibidor de  la síntesis del mRNA, (la actinomicina D), sugiriendo que ocurren a 
nivel post‐transcripcional. El pre‐tratamiento con  la CT‐1  reduce  la capacidad del shock  térmico 
para inducir la expresión de hsp y este efecto ocurre a nivel transcripcional.Por lo tanto, la CT‐1 y 
el estrés inducen las hsps por vías diferentes que unas pueden ser antagonistas de las otras 352. 
 
Hipertrofia cardiaca 
La  CT‐1  se  aisló  en  1995  basada  en  su  capacidad  de  causar  hipertrofia  en  cultivos  de 
miocitos  cardíacos  272.  La  hipertrofia  inducida  por  la  CT‐1  es mayor  que  la  inducida  por  otros 
miembros  de  la  familia  IL‐6  o  que  otros  mediadores  conocidos  que  producen  hipertrofia 
cardíaca356,368. 
Estudios previos han  indicado que el CT‐1  induce un aumento en el tamaño del miocito, 
caracterizado  por  un  incremento  significativo  en  la  longitud  de  la  célula,  sin  embargo  poco  o 
ningún  cambio  en  el  ancho  de  la  célula  debido  a  la  adicción  en  serie  de  nuevas  unidades  de 
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sarcómeros,  lo  que  lo  hace  diferente  de  los  fenotipos  hipertróficos  inducidos  por  otros 
estímulos287. 
A pesar de años de intensa investigación, los mecanismos exactos por los que CT‐1 induce 
hipertrofia  en  cardiomiocitos  no  están  del  todo  claros.  Una  serie  de  experimentos  han 
identificado a GATA4, (miembro de la familia de factores de transcripción zinc finger GATA), como 
un  regulador  transcripcional  para  la  generación  de  hipertrofia  cardíaca,  ya  que  regula 
directamente  genes  hipertróficos  como  ANF  y  BNP.  Además  la  CT‐1,  durante  la  hipertrofia 
cardíaca, aumenta la expresión de GATA4 de manera concentración y tiempo dependiente, por lo 
que GATA4 podría ser el principal inductor de la hipertrofia cardíaca inducida por la CT‐1 365. 
El  incremento  significativo del ARNm de GATA4  sugiere un mecanismo  regulador, en el 
que el  contenido  total de GATA4 es  sobreregulado por CT‐1 y puede estimular  los  fibroblastos 
cardíacos para producir más síntesis de colágeno extracelular y participar en la remodelación del 
corazón. La expresión del ARNm de GATA4 podría desempeñar el papel principal de la hipertrofia 
de cardiomiocitos inducida por CT‐1 365. 
A la activación de la vía JAK/STAT3 se le asignó el papel de producir la hipertrofia cardíaca 
en  respuesta  a  la  estimulación  con  CT‐1,  porque  la  hipertrofia  producida  por  CT‐1  se  inhibe 
cuando  se  usa  partenolide  (un  inhibidor  de  STAT)  303,316,365,368,372.  La  expresión  de  GATA4  en 
respuesta  a CT‐1  también  se  inhibe  significativamente  cuando  se  utiliza  partenolide  365.  STAT3 
desempeña un papel principal en  la hipertrofia cardíaca  inducida por CT‐1. Ya se ha visto antes, 
que  la activación de  la vía ERK1/2 era necesaria para  la protección cardíaca  inducido por CT‐1, 
pero no para  la hipertrofia  316,368. Otros estudios más  recientes, sugieren que en  la señalización 
intracelular dependientes de  la gp130,  la actividad de STAT3 podría ser regulada negativamente 
por  ERK1/2  277,373,374.  Hasta  la  fecha,  la  importancia  de  la  vía  de  la  ERK1/2  sigue  estando  en 
controversia.  Se  ha  demostrado  que  cuando  se  añade  un  inhibidor  de  ERK1/2  (U0126)  a 
cardiomiocitos estimulados con  la CT‐1, se  incrementa  la expresión de GATA4 y este  incremento 
era menor,  si  además  se  añade un  inhibidor de  STAT3  (partenolide)  365.  ERK1/2 parece  ser un 
elemento autorregulador de  la cascada de señalización de CT‐1, pudiendo  inhibir  la fosforilación 
de STAT3 y actuando  como  regulador negativo en  la  respuesta hipertrófica  inducida por  la CT‐
1303,375. 
Este  resultado  sugiere  que  la  vía  de  señalización  de  ERK  podría  desempeñar  un  papel 
indirecto  en  este proceso por  regulación negativa de  STAT3.  La hipertrofia  cardíaca podría  ser 
beneficiosa  como  compensación  de  las  funciones  cardíacas,  cuando  se  produce  en  el  período 
                                                    Síndrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la 
Isquemia/Reperfusión y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina‐1. 
 
 
Página | 145 
inicial,  o  perjudicial  cuando  este  proceso  se  prolonga.  Por  lo  tanto,  la  regulación  negativa  de 
STAT3 por ERK1/2 en la respuesta de GATA4, inducida por CT‐1, podría ayudar a la CT‐1 a ejercer 
un efecto hipertrófico adecuado. Sin embargo, hay resultados que sugieren que la vía responsable 
de  la respuesta hipertrófica de  la CT‐1 no es  la vía JAK/STAT3, ni  la vía MEK/ERK1/2, sino por  la 
ruta MEK5/ERK5 303,376. 
También se ha descrito que  los efectos hipertróficos de  la CT‐1 en células cardiacas son 
dependientes  de  la  síntesis  de  hsp56  a  través  de  la  activación  de  JAK/STAT, MEK/ERK  y  PI3‐
K/Akt377. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  52.‐  Vías  de  señalización 
mediante  las  cuales podría  llevar a 
cabo  la  CT‐1  sus  efectos,  en 
hipertrofia y supervivencia 
 
 
 
 
 
 
Estudios  previos  también  indican  que  GATA4  podría  jugar  un  importante  papel  en  la 
regulación de la apoptosis y supervivencia de cardiomiocitos adultos vía fosforilación de la serina 
105 de ERK1/2 378,379. 
En resumen como podemos ver en la (Figura 52) 1) MAPK/ERK juega un papel esencial en 
la función de supervivencia de la CT‐1; 2) la regulación de la CT‐1 sobre los procesos apoptóticos 
es mediada en parte por GATA4 y por otras vías que tienen sus efectos a través de de ERK1/2 y 3) 
las  vías  de  señalización  STAT3  y  ERK  juegan  diferentes  papeles  en  procesos  hipertróficos  y 
antiapoptóticos mediados por la CT‐1 279,351,378,380‐384. Por ello, podemos deducir, que la CT‐1 utiliza 
vías divergentes para la activación de hipertrofia y supervivencia 383. 
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Estudios  sobre  la  remodelación  ventricular  en  ratas  y  conejos  hipertensos  demuestran 
que  la  expresión  del mRNA  de  CT‐1,  está  incrementado  en  estados  tempranos  de  hipertrofia 
ventricular  351,  y  permanece  elevado  después  de  la  hipertrofia  381.  Interesantemente,  se  ha 
demostrado  que  el  mRNA  y  la  proteína  de  CT‐1  junto  con  la  expresión  de  gp130  están 
significativamente  incrementados  en  la  transición  de  la  hipertrofia  ventricular  izquierda  a  la 
insuficiencia cardiaca congestiva 384. 
La noradrenalina también tiene efectos hipertróficos cardiacos, tanto in vivo como in vitro 
y se ha visto que la expresión del mRNA de CT‐1 aumenta tanto en miocitos como en células “no 
miocitos”  estimulados  con  noradrenalina382.  Por  lo  que  la  CT‐1  podría  actuar  tanto  de  forma 
autocrina  como  paracrina  en  el  corazón279,380.  También  se  ha  visto  que  la  CT‐1  podría  estar 
involucrada en la hipertrofia de miocardio inducida por altos niveles de glucosa e insulina e inhibe 
los efectos de pioglitazón en la hipertrofia de miocardio 385. 
En el corazón de animales con carditis chagástica el mRNA y la proteína de CT‐1 era mayor 
que en el control, y esta sobreexpresión podría proporcionar un mecanismo de protección para 
los miocitos, y explicar el desarrollo de la hipertrofia cardiaca compensatoria 386. 
 
CT‐1 en hipertrofia cardiaca asociada a otras patologías cardiovasculares 
La  CT‐1  también  está  involucrada  en  hipertrofia  cardiaca  asociada  a  patologías 
cardiovasculares como hipertensión, enfermedades valvulares, fallo cardíaco y enfermedades de 
arterias coronarias 331. 
 Hipertensión 
Los niveles de CT‐1 en plasma parecen ser más altos, en humanos hipertensos tanto con 
tratamiento como sin tratamiento, que en normotensos 387‐390. 
La  enfermedad  hipertensiva  cardiaca  se  caracteriza  por  la  presencia  de  hipertrofia 
ventricular  izquierda  (LVH) en ausencia de una  causa diferente a  la hipertensión arterial.  Junto 
con  el  crecimiento  de  los  cardiomiocitos,  la  deposición  exagerada  de  fibras  de  colágeno,  que 
produce  una  fibrosis  miocardica,  también  contribuye  a  una  reestructuración  ventricular  en 
hipertensión arterial 387,391. Se ha propuesto la participación de las vías dependientes de gp130 en 
este fenómeno 389. Un experimento en ratas, indica que las citocinas relacionadas con IL‐6 podrían 
participar en el desarrollo de  la hipertensión en LVH. 392 En efecto  los niveles de CT‐1 en plasma 
parecen ser más altos, en humanos hipertensos tanto con tratamiento como sin tratamiento, que 
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en normotensos  390,393. Además, entre pacientes hipertensos, CT‐1 es más elevada en pacientes 
con LVH que en aquellos que muestran un espesor ventricular normal 393. 
 
En  pacientes  con  cardiomiopatía  dilatada,  los  niveles  de  CT‐1  en  plasma  están 
aumentados,  siendo  significativamente más  altos  en  el  grupo  de mayor masa  del  ventrículo 
izquierdo que en el grupo de menor masa del ventrículo  izquierdo. Hay una correlación positiva 
significativa entre el nivel de CT‐1 en plasma y el  índice de masa del ventrículo  izquierdo. Tras 
estudiar multitud  de  factores  humorales  y  factores  hemodinámicos,  se  observa  que  los  altos 
niveles de CT‐1 en plasma de pacientes con cardiomiopatía dilatada e hipertrofia ventricular son 
independientes de estos factores. Estos resultados indican que CT‐1 juega un importante papel en 
la remodelación estructural del ventrículo izquierdo en pacientes con cardiomiopatía dilatada394. 
 
Por  otra  parte  los  niveles  de  CT‐1  en  plasma  correlacionan mejor  con  LVH  que  otros 
marcadores  como el amino‐terminal pro‐brain natriuretic peptide  (NT‐proBNP)393. En pacientes 
con  hipertensión  esencial,  existe  una  correlación  entre  los  niveles  de  CT‐1  plasma  y  la masa 
ventricular  izquierda  inapropiada  (ILVM,  definido  como  el  valor  entre  la  masa  ventricular 
izquierda/masa ventricular  izquierda pronosticada > 128%)388. Además, en hipertensos  tratados, 
la normalización de CT‐1 está asociada con la regresión de LVH/ILVM, sin embargo el incremento 
de CT‐1 está asociado con la persistencia de LVH/ILVM388,395. 
 
La  hipertensión  sistémica,  que  produce  una  sobrepresión mecánica  sobre  el  ventrículo 
izquierdo,  activa  varias  vías  de  estrés  induciendo  un  incremento  de  la  masa  ventricular 
izquierda.Con  respecto  a  esto,  se  ha  demostrado  que  la  secreción  de  CT‐1  es  estimulada  por 
extensión/presión  ventricular390.  Un  campo  muy  interesante  es  el  LVH  fisiológico,  donde  la 
hipertrofia  ventricular  izquierda  representa  una  respuesta  fisiológica  y  reversible  adaptada  al 
ejercicio. De acuerdo con observaciones preliminares396, no hay diferencias entre  los niveles de 
CT‐1 basal en plasma en atletas de élite e individuos sanos, lo que parece sugerir que CT‐1 no está 
involucrada en la génesis del LVH fisiológico397. 
 
 Enfermedades valvulares 
Las  enfermedades  valvulares  representan  un  grupo  heterogéneo  de  enfermedades 
cardíacas  caracterizadas  por  una  alteración  en  la morfología  y  función  de  una  o más  válvulas 
cardíacas.Se ha  investigado el potencial papel de  la CT‐1 en  la dilatación ventricular debido a  la 
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regurgitación  valvular398.  Se  ha  observado  un  aumento  significativo  de  CT‐1  en  plasma  en 
pacientes  con  regurgiteción  mitral  y  función  sistólica  ventricular  izquierda  normal.  El 
comportamiento sistólico ventricular  izquierda normal se da en  individuos con una regurgitación 
mitral  importante y podría  ser debido a  la adición  contínua de  sarcómeros ordenados en  serie 
para el mantenimiento de  la función ventricular  izquierda. Esta respuesta compensatoria podría 
representar una fase temprana del daño. Por otra parte, se han encontrado niveles elevados de 
BNP en plasma en individuos con regurgitación mitral crónica y además se ha observado un efecto 
estimulatorio de CT‐1  sobre  la expresión del gen BNP y  la  secreción del péptido398. Este hecho 
sugiere  que  los  elevados  niveles  de  CT‐1  simplemente  representan  un  estado  temprano  de  la 
cascada neuro‐humoral que produce elevados niveles de BNP en plasma. 
 
También,  se ha demostrado que el  trasplante de mioblastos esqueléticos  transfectados 
con  el  gen de  la CT‐1  en  ratas hipertensas Dahl  salt‐sensitive  prolonga  la  expresión de CT‐1  y 
mitiga la transición de hipertrofia compensatoria a fallo cardíaco, preservando la función cardiaca 
de manera más efectiva399. 
La  CT‐1  ayuda  a  preservar  la  contractilidad,  debido  a  los  cambios  estructurales  y  a  la 
reducción de  la proteína calsecuestrina que  juega un  importante papel en el mantenimiento del 
Ca2+  intracelular,  aunque,  largas  exposiciones  a  CT‐1  inducen  disfunción  contráctil  in  vitro  de 
manera dosis‐dependiente400. 
 
 Estenosis aórtica 
También  se  ha  demostrado  que  la  elevación  de  CT‐1  y  NT  proBNP  en  pacientes  con 
estenosis  aórtica  se  correlacionan  con  el máximo  gradiente  de  presión  aórtica  transvalvular. 
También  se  ha  demostrado  que  CT‐1  es  el  indicador  más  significativo  de  la  gravedad  de  la 
estenosis aórtica. La alta correlación de los niveles de CT‐1 con la gravedad de la estenosis aórtica 
sugiere su uso potencial en el diagnótico de la progresión del daño cardiaco mediante medios no 
invasivos401. 
 
 Insuficiencia cardíaca congestiva 
La insuficiencia cardíaca congestiva (CHF) es un estado en el cual la capacidad del corazón 
para bombear  sangre  rica en oxígeno al  cuerpo es  inferior a  las necesidades del organismo. Es 
conocido que diversos factores neuro‐humorales incluyendo las citocinas esten activadas y juegan 
un importante papel en la patofisiología del CHF. 
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ANP  y  BNP  son  hormonas  producidas  por  el  corazón  y  se  aceptan  como marcadores 
sensibles y específicos para CHF. La expresión del gen de  la CT‐1 está  incrementada en modelos 
de  CHF  experimental381.  Como  ya  se  ha  dicho  anteriormente  el  ensanchamiento  ventricular 
estimula  la secreción de CT‐1390. Sin embargo, el papel de  la CT‐1 en  la patofisiología de CHF o 
como marcador de CHF no está claro. Los niveles de CT‐1 en plasma aumentan con  la gravedad 
del CHF. Por  lo tanto,  las concentraciones de CT‐1 son muy altas en corazones de pacientes con 
CHF en estado final402, Además los niveles de CT‐1 en plasma correlacionan con el índice de masa 
ventricular  izquierda en pacientes  con  cardiomiopatía dilatada  (DCM)394, que  se caracteriza por 
sobrecarga en el volumen, sugiriendo un papel importante patofisiológico en la remodelación del 
ventrículo izquierdo y/o en la hipertrofia ventricular izquierda en pacientes con DCM. Además, la 
activación del gen de CT‐1 ventricular precede a la activación del gen de BNP en CHF403. 
 
En disfunción ventricular izquierda temprana, la expresión del gen de CT‐1 ventricular está 
aumentada, mientras que la expresión del gen de BNP no lo está. Esas observaciones aumentan la 
posibilidad  que  la  CT‐1  ventricular  sea  un  biomarcador  para  detectar  la  disfunción  ventricular 
temprana en CHF, al igual que el BNP es un evidente marcador de CHF. También han demostrado, 
en pacientes con CHF, un valor de pronóstico adicional de CT‐1 sola o combinada con BNP404,405. 
 
Sepsis 
El  tratamiento  con  CT‐1  inhibe  significativamente  la  producción  de  TNF‐α  tanto  en  el 
suero como en el corazón en ratones tratados con lipopolisacáridos (LPS). Los efectos parecen ser 
directos ya que  también  inhiben  la producción de TNF‐α en cultivos de células sanguíneas a  los 
que se  les añaden LPS. Además CT‐1 podría  tener un papel protector en algunas enfermedades 
mediadas por TNF‐α406. La CT‐1 potencia el aumento de  los niveles en suero de corticosterona y 
de IL‐6 inducidos por IL‐1β e induce la proteína de fase aguda amiloide A en suero. 
 
Se han  estudiado  los  efectos de  la CT‐1  sobre  la disfunción  cardíaca  en un modelo de 
sepsis inducida por LPS en ratas. LPS provoca una reducción de la función sistólica y dilatación de 
la  cavidad  ventricular  entre  las  3‐6  horas  después  de  la  administración,  acompañados  de  un 
incremento en  la fosforilación ventricular de STAT1 y STAT3, activación de NFkB y expresión del 
mRNA de  la  iNOS.  La administración de CT‐1  inmediatamente antes a  la administración de  LPS 
inhibe  todos  esos  cambios  inducidos  por  LPS.  Para  determinar  si  la  expresión  de  SOCS1  en 
cardiomiocitos  es  suficiente  para  inhibir  la  expresión  del mRNA  de  iNOS  inducida  por  LPS  y 
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citocinas  se  investigaron,  los  efectos  de  la  expresión  forzada  de  SOCS1  en  cultivos  de 
cardiomiocitos de neonatos mediante un sistema de transfección por un adenovirus. La expresión 
forzada de  SOCS1  inhibe  significativamente  la  transcripción de  iNOS  inducida por  LPS, TNF‐α e 
INF‐γ.  Estos  datos  sugieren que  la  expresión de  SOCS1 mediada por  la CT‐1  en  cardiomiocitos 
podría ser utilizada para prevenir la depresión miocárdica inducida por la sepsis299. 
 
 
6.3.1.2.‐ Efectos hemodinámicos 
 
Además  de  fomentar  el  crecimiento  y  desarrollo  cardíaco,  CT‐1  también  tiene  efecto 
sobre  funciones  hemodinámicas  y  cardiovasculares.Se  ha  demostrado  que  la  administración 
intravenosa de CT‐1  (4‐100  μg/Kg) a  ratas causa hipotensión  sistémica dosis dependiente407. La 
respuesta depresora de  la CT‐1 coincide con una reducción en  la resistencia vascular sistémica y 
da  lugar  a  una  significativa  elevación  en  el  gasto  cardiaco  asociado  con  un  incremento 
concomitante  en  la  frecuencia  cardiaca.  Esto  indica  que  la  hipotensión  es  causada  por 
vasodilatación.  Interesantemente,  tanto el efecto depresor de CT‐1  sobre  la presión  sanguínea 
como  los efectos taquicárdicos se reducen significativamente cuando se tratan con un  inhibidor 
de  la óxido nítrico sintasa (L‐NAME), sugiriendo que  los efectos hemodinámicos de CT‐1 podrían 
ser  mediados  por  el  óxido  nítrico407.  Además,  la  administración  aguda  de  CT‐1  produce  un 
aumento significativo en la dP/dt del ventrículo izquierdo, sugiriendo que la administración aguda 
de CT‐1 ayuda a preservar  la contractibilidad ventricular. Por el contrario,  largas exposiciones a 
CT‐1,  inducen disfunción contráctil en tejidos cardiacos reconstituidos con miocitos cardiacos de 
neonatos de rata400. 
 
 
6.3.1.3.‐ Propiedades endocrinas cardiacas 
 
La CT‐1 también afecta a  la  función endocrina del corazón ya que, estimula  la secreción 
del péptido natrurético tipo B (BNP) y del péptido natrurético tipo A (ANP). La trascendencia del 
incremento en la expresión de los genes de ANP y BNP por la CT‐1 no está clara todavía. Aunque 
ANP y BNP tienen propiedades hipotensivas  in vivo, es poco probable que sean  los responsables 
de  la  disminución  en  la  presión  sanguínea  causada  por  la  administración  de  CT‐1,  ya  que  sus 
efectos hipotensivos no son bloqueados por L‐NAME408. 
Los efectos de la CT‐1 sobre el corazón se resumen en la Tabla VIII. 
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Tabla VIII.‐ Efectos de la CT‐1 en el corazón 
 
 6.3.2.‐ Efectos de la cardiotrofina‐1 en el pulmón 
La CT‐1 se detecta en abundancia en pulmón de humano adulto y se expresa en las células 
del músculo liso bronquial (HBSMC), tanto en humano adulto como en feto409. 
En un estudio  in vitro, en células  fetales, en ausencia de suero, el TGFβ‐2/IL‐4  induce  la 
liberación de CT‐1 lo que reduce la apoptosis inducida tanto por la deprivación de suero como por 
el  tratamiento con el anticuerpo Fas/TNF‐α, con mayor eficacia que el resto de  la  familia de  IL‐
6367,409.  El  efecto  antiapoptótico  de  la  CT‐1  se  produce  a  través  de  la  activación  de  la  vía  de 
señalización MAPK/ERK1/2, ya que un inhibidor de ERK1/2 (PD98059), reduce dicho efecto. 
La CT‐1 también induce un significativo incremento en el tamaño celular in vitro, valorado 
mediante proteina/ratios DNA  y  citometría de  flujo. Por  lo  tanto  la CT‐1 podría  contribuir  a  la 
EFECTOS DE LA CT-1 EN EL CORAZÓN
IN VIVO
EFECTOS CARDIOPROTECTORES
• En hipoxia de miocardio
• En daño por I/R
• En hipertrofia cardiaca
• En sepsis cardiaca
EFECTOS HEMODINÁMICOS
• Incremento del gasto cardiaco en proporción al ritmo cardiaco
• Incremento del ratio entre el peso del corazón y el  corporal y 
también entre el peso ventricular y el corporal
• Disminución de la presión arterial media y de la resistencia 
vascular sistémica.
PROPIEDADES ENDOCRINAS
• Incremento en la expresión ventricular del péptido natriurético
tipo A y B (ANP-BNP)
CT-1 EN ENFERMEDADES VALVULARES
• HIPERTENSIÓN CT-1 en plasma podría ser utilizado para el 
seguimiento en la clínica .
• REGURGUITACIÓNCT-1 en plasma podría ser utilizada para 
observar bioquímicamente la progresión de la regurguitación mitral.
• ESTENOSIS AÓRTICA CT-1 podría ser utilizada como un marcador 
para identif icar  el momento óptimo para la cirugía en estenosis 
aórtica
• INSUFICIENCIA CARDÍACA CONGESTIVACT-1 como un 
biomarcador para detectar la disfunción ventricular temprana en 
CHF y en la remodelación estructural en CHF.
CT-1 EN ENFERMEDADES DE LAS ARTERIAS CORONARIAS
• INFARTO DE MIOCARDIO
• ANGINA DE PECHO
La CT-1 induce proliferación de cardiomiocitos y f ibroblastos.
Induce la proliferación de proteínas de f ibroblastos (colágeno).
Importante papel en la formación de la cicatriz y en su remodelación.
Desarrollo en la remodelación ventricular y del f racaso cardiaco 
después del infarto de miocardio agudo
IN VITRO
• Hipertrofia de miocitos cardiacos
• Efectos protectores contra estímulos 
hipóxicos/isquémicos
• Incremento de supervivencia celular y de proteínas de 
choque térmico (hsp70 y hsp90)
• Síntesis de DNA y de colágeno en fibroblastos cardiacos
• Diferenciación y maduración de células madre a células 
semejantes a cardiomiocitos.
• Una administración aguda preserva la contractibilidad , 
largas exposiciones inducen disfunción contráctil
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reducción  de  la  apoptosis  y  al  incremento  de  la  masa  del  musculo  liso  en  daño  de  la  vía 
respiratoria334,409. 
El  tratamiento  con CT‐1,  en un modelo de hipertensión  con  hipoxia pulmonar  crónica, 
protege  la  función  endotelial de  la  arteria pulmonar; disminuye  la presión  arterial pulmonar  y 
atenúa la hipertrofia ventricular derecha410. 
La CT‐1 previene de  la acumulación neutrofílica pulmonar  inducida por  la administración 
de endotoxinas (ETX), así como del edema pulmonar. La CT‐1 disminuye el deterioro significativo 
en  el  endotelio  causado  por  la  ETX,  además  la  CT‐1  posee  propiedades  antiinflamatorias  en 
modelos de daño pulmonar agudo inducido por ETX411. 
 
 
6.3.3.‐ Efectos de la cardiotrofina‐1 en el hígado 
 
 
6.3.3.1.‐ Efectos hepatoprotectores 
 
Respuesta inflamatoria hepática 
 
Cuando se añade CT‐1 a los cultivos celulares tanto de HepG2 como de H35, se induce la 
producción de varias proteínas de fase aguda (haptoglobina, fibrinógeno, α1‐acidaglicoproteina, α 
2‐macroglobulina)  de  forma  dosis  dependiente.  Sin  embargo,  si  añadimos  el  anticuerpo 
neutralizante  anti‐gp130mAb,  en  presencia  de  la  CT‐1,  se  inhibe  la  indución  de  la  síntesis  de 
proteínas de  fase aguda,  indicando que  la subunidad gp130 es absolutamente necesaria para  la 
formación de un receptor funcional para la CT‐1. Y además esos resultados demuestran que la CT‐
1  podría  tener  un  importante  papel  en  la  regulación  del  metabolismo  de  hepatocitos  en  la 
respuesta inflamtoria412. 
Apoptosis hepática 
 
Los  ratones  CT‐1(‐/‐)  mueren  más  rápido  que  los  animales  wild‐type  después  de 
administrar una dosis  letal del agonista de  Fas  (Jo‐2). Con una dosis  subletal de  Jo‐2  todso  los 
ratones  wild‐type  sobrevivían.  Sin  embargo  los  ratones  CT‐1(‐/‐)  desarrollan  una  apoptosis 
hepatocítica  con  un  50%  de mortalidad  a  las  24  horas.  El  pretratamiento  con  CT‐1 mejora  la 
supervivencia y reduce el daño, tanto en animales wild‐type como en animales CT‐1(‐/‐)332. 
El  análisis  del  transcriptoma  del  hígado  en  los  ratones  CT‐1(‐/‐)  y  en  los  wild‐type, 
muestran  9  genes,  expresados diferencialmente  en  los dos  grupos de  animales,  asociados  con 
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funciones  de  supervivencia  y muerte  celular.  Cuatro  de  esos  genes  [IGFBP1,  peroxiredoxin3, 
TNFR1,  y  calpastatina  (inhibidor  endógeno  de  la  calpaína)],  tenían  disminuída  su  expresión  en 
ratones CT‐1(‐/‐), siendo modulados con  la administración de  la CT‐1. Además el tratamiento de 
los  ratones  CT‐1(‐/‐)  con  el  inhibidor  de  calpaina  MDL28170  proporciona  una  significativa 
protección contra el daño inducido en el hígado por Fas332. 
Viendo  todo en conjunto,  los  ratones CT‐1(‐/‐)  son altamente  sensibles a  la muerte por 
apoptosis mediada por Fas, debido en parte a  la deficiente activación de STAT3 y al  inadecuado 
control de la actividad de calpaina durante los procesos apoptóticos. Estos datos demuestran que 
CT‐1  es  una  defensa  natural  del  hígado  contra  la  apoptosis,  pudiendo  tener  un  potencial 
terapéutico importante332. 
La CT‐1 aumenta durante la regeneración del hígado después de la hepatectomía parcial y 
ejerce  potentes  efectos  antiapoptóticos  sobre  células  hepatocíticas.  El  tratamiento  con  un 
adenovirus que codifica para la CT‐1 protege de manera muy eficiente a las ratas contra el fracaso 
hepático  fulminante,  después  de  la  hepatectomía  subtotal,  intervención  que  causa  una 
mortalidad del 91% en animales controles, mientras que el 54% de  los tratados con el gen de  la 
CT‐1  sobrevivían  a  largo  plazo.  Esos  efectos  protectores  se  asociaban  a  una  reducción  en  la 
actividad  de  caspasa‐3  y  a  la  activación  de  las  vías  de  señalización  STAT3,  ERK1/2  y Akt  en  el 
hígado restante413. 
 
La transferencia del gen de la CT‐1 al hígado también le protege del daño provocado por 
la  concanavalina A  (Con‐A)  y  activa  vías  antiapoptóticas  en  el  tejido  hepático. Una  protección 
similar se obtenía en animales  tratados con CT‐1  recombinante administrada  intravenosamente 
antes de la administración de la Con‐A413. Por lo tanto, puede deducirse que, la CT‐1 es un factor 
de  supervivencia  en  hepatocitos  que  reduce  de  manera  eficiente  el  daño  hepatocelular  en 
modelos animales con daño agudo en el hígado413. 
 
Las ratas sometidas a hepatectomía parcial y tratadas con NS‐398, un inhibidor específico 
de  COX‐2,  manifiestan  una  parada  en  el  ciclo  celular,  incrementándose  la  apoptosis  en  los 
hepatocitos,  una  contínua  activación  de  ERK1/2  e  incremento  en  la  producción  de  IL‐6.  Esos 
cambios están asociados a la disminución en la expresión de la CT‐1 y COX‐1. La administración de 
un adenovirus que codifica para  la CT‐1 a  las  ratas  tratadas con NS‐398,  reestablece  los niveles 
normales de COX‐1, prostaglandinas, y VEGF en el hígado después de  la hepatectomía parcial y 
permite  la  regeneración normal del hígado414. Además,  la  estimulación  con CT‐1  a hepatocitos 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
 
 
Página | 154 
aislados de rata, incrementa el mRNA de COX‐1, COX‐2 y VEGF y la síntesis de prostaglandinas, y, 
si  añadimos  prostaglandina  E1  a  los  cultivos  incrementa  la  producción  de  CT‐1  y  VEGF.Por  lo 
tanto,  la  activación  de  COX‐2  y  la  producción  temprana  de  prostaglandinas  después  de  la 
hepatectomía parcial son esenciales para la proliferación de hepatocitos y para correcta inducción 
tanto de CT‐1 como de VEGF. 
Considerándolo  todo,  estos  resultados  sugieren  que  la  CT‐1  puede  restablecer  la 
regeneración del hígado después de la inhibición de COX‐2 por incremento de VEGF, expresión de 
COX‐1, y síntesis de prostaglandinas414. (Figura 53) 
 
  
Figura 53.‐ Representación esquemática de las posibles interacciones entre la CT‐1, VEGF 
y las ciclooxigenasas COX‐1 y COX‐2414. 
 
Se  ha  llevado  a  cabo  un  estudio  para  investigar  el  efecto  del  tratamiento  de  CT‐1  en 
transplante de hígado en ratas, adminitrando en el hígado donante un adenovirus que expresan la 
CT‐1  (AdCT‐1). El pretratamiento con AdCT‐1 mejoró de manera muy  importante  la  función del 
hígado  y  la  supervivencia  de  los  injertos.  En  el  grupo  tratado  con  AdCT‐1,  la  arquitectura  del 
hígado  estaba  bien  protegida,  la  apoptosis  y  necrosis  celular  era  reducida;  la  proteína 
antiapóptotica  bcl‐2  estaba  sobreregulada  y  la  proapoptótica  caspasa‐3  activada  estaba 
disminuida, mientras que las vías de señalización ERK1/2, Akt y STAT3 estaban activadas después 
del transplante. 
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Por lo tanto el hígado donante que ha sido transfectado con el AdCT‐1 mejora el daño por 
I/R  debido  a  una  disminución  en  la  necrosis  y  apoptosis  hepática  del  hígado  transplantado, 
mediado en parte por la activación de las vías de supervivencia celular ERK1/2, Akt y STAT3.Estos 
resultados podrían proporcionar un potencial clínico para mejorar el resultado en el transplante 
de hígado317. 
Isquemia/reperfusión hepática 
 
La administración de la CT‐1 a ratas o ratones protege al hígado del daño provocado por la 
I/R mientras que los ratones deficientes en CT‐1 son sumamente sensibles a este tipo de daño315. 
El  precondicionamiento  isquémico  reduce  significativamente  los  niveles  de  transaminasas  e 
inhibe la activación de la caspasa‐3 y de la c‐jun‐NH2 cinasa después de la I/R en un ratón normal 
pero  no  en  un  ratón  CT‐1(‐/‐).  Además,  los  efectos  protectores  proporcionados  por  el 
precondicionamiento  isquémico  se  reducen  por  la  administración  previa  de  un  anticuerpo 
neutralizante de la CT‐1 (anti‐CT‐1). Se observa una importante fosforilación de STAT3 en el tejido 
hepático después del precondicionamiento isquémico más I/R en ratones normales mientras, que 
no se observa en ratones CT‐1(‐/‐)315. 
El  estrés  oxidativo,  es  un  proceso  involucrado  en  la  hepatoprotección  inducida  por  el 
precondicionamiento isquémico, estímulo que libera CT‐1 en hepatocitos aislados. 
Interesantemente,  la  isquemia  corta  seguida de  reperfusión  corta  causa una moderada 
elevación de las transaminasas en suero  y una fuerte activación de STAT3 en ratones normales y 
deficientes  en  IL‐6.  En  cambio  en  ratones  CT‐1(‐/‐),  no  se  produce  activación  de  STAT3  y  se 
produce una  importante hipertransaminasemia. Por  lo  tanto  la CT‐1  es una defensa  endógena 
esencial  para  la  protección  del  hígado  en  el  proceso  de  I/R  y  un mediador  clave  en  el  efecto 
protector inducido por el precondicionamiento isquémico315. 
 
6.3.3.2.‐ CT‐1 en patología hepática 
 
CT‐1 en el fracaso hepático fulminante 
 
El fracaso hepático fulminante (FHF) es una enfermedad de rápida evolución, que carece 
de  tratamiento  no  quirúrgico  efectivo.  En  un  modelo  de  rata  con  FHF,  inducida  por  la 
administracción intraperitoneal de D‐galactosamina (1.4g/Kg). La administración de CT‐1 a la 12 y 
18 horas  indujo una supervivencia del 80% (12/15) y 70% (7/10), respectivamente mucho mayor 
que en el grupo no tratado 28% (5/18). Además, en  los grupos tratados, se observa una mejoría 
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en  las pruebas histológicas del hígado, reducción en el tiempo de activación de  la coagulación, y 
disminución  de  los  niveles  de  bilirrubina  total  y  de  alanina  aminotransferasa  en  suero.  La 
administración  de  la  CT‐1  disminuyó  las  células  apoptóticas  e  incrementó  la  expresión  de 
marcadores de proliferación celular en el tejido hepático415. 
En  un  modelo  in  vitro  de  fallo  hepático  (FH)  inducido  por  D‐galactosamina,  la 
administración  de  CT‐1  disminuyó  significativamente  las  células  apoptóticas  y  la  expresión  de 
moléculas  proapoptóticas  y  aumentó  la  expresión  de  moléculas  antiapoptóticas.  Además  las 
células  tratadas  con  CT‐1 mostraron  un  incremento  en  la  expresión  de  la  gp130  y  una  sobre 
regulación de la ciclina D1 y de la Hsp90, lo que sugiere que la CT‐1 podría proteger parcialmente 
el  hígado  del  FH  inducido  por  D‐gal  a  través  de  sus  efectos  como molécula  antiapoptótica  e 
inductora de la reparación celular415. 
También  se  ha  demostrado  que  CT‐1  puede  ejercer  un  efecto  protector  en  la  cirrosis 
hepática  inducida por CCL4 después de una hepatectomía. La administración de  la CT‐1 en ratas 
mejora la expresión de NFkB (p65), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), Ciclina D1 y 
p42/44  en  el  hígado  remanente.  Aunque  la  expresión  de  la  gp130,  está  disminuida  en  los 
hepatocitos  aislados  de  enfermos  del  hígado  cirrótico,  CT‐1  podría  estimular  la  proliferación 
celular. La administración de la CT‐1 mejora la expresión de NFkB (p65) y VEGF en los hepatocitos 
enfermos. Por lo tanto la administración de CT‐1 podría mejorar la función del hígado remanente 
en cirróticos y estimular la regeneración del hígado a través del aumento de la angiogénesis y de 
la proliferación celular327. 
 
 
6.3.4.‐ Efectos de la CT‐1 en el tejido neural 
 
 
Se  ha  demostrado  que  la  CT‐1,  protege  de  la  degeneración  neuronal  inducida  por 
axotomía del nervio ciático de neonatos y de  la muerte neuronal por daño en  la médula espinal 
en ratas adultas. [Zhang Z.F. y cols., 2003] La CT‐1 reduce la muerte celular neuronal causada por 
FeSO4, en cultivos de neuronas corticales y también atenúa  los efectos neurotóxicos  in vitro del 
agente  productor  de  peroxinitritos  3‐morpholinosydnonimina,  y  del  donador  de  óxido  nítrico, 
nitroprusiato de sodio (SNP). Así mismo, previene del daño cerebral provocado por una isquemia 
cerebral  focal  en  ratas.  [Sola  A.  y  cols.,  2008; Wen  T.C.  y  cols.,  2005]  El  cerebro  dañado  por 
Hipoxia/Isquemia  (H‐I)  cerebral  y  por  isquemia  cerebral  focal,  muestra  muerte  neuronal 
progresiva por apoptosis416‐419. Numerosos estudios han demostrado que  la caspasa‐3 efectora y 
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la caspasa‐8 iniciadora, se activan tras la H/I en ratas de 7 días420, mientras que la inhibición de las 
caspasas 3 y 8 tiene efectos neuroprotectores421. La administración de CT‐1 reduce  la apoptosis 
neuronal,  la  actividad  de  la  caspasa  3  y  8  y  las  proteínas  asociadas  a  microtúbulos  (MAP), 
marcador  de  daño  neuronal,  tanto  en  isquemia  cerebral  focal  in  vivo,  como  en  cultivos  de 
neuronas coticales expuestas a nitroprusiato sódico in vitro y se ha sugerido que lo hace a través 
de la activación de JAK/STAT3, NF‐κB, ERK1/2, y Akt422,423. 
 
 
6.3.5.‐ Efectos de la CT‐1 en el sistema neuromuscular 
 
 
También  se ha demostrado  la producción de CT‐1 en el  sistema nervioso  central  tanto 
postnatal  como  de  adulto424.  CT‐1  podría  ser  importante  en  el  desarrollo  normal  de  la 
motoneurona y podría servir para retrasar el deterioro de las motoneuronas frente a un daño283. 
La CT‐1 juega un papel clave en la regeneración e hipertrofia del músculo esquelético de 
ratas425. Los fenotipos que se han encontrado para los ratones knock‐out de CT‐1 son: pérdida de 
motoneuronas  (MNs) en  la edad postnatal,  redución del número de MNs durante el desarrollo 
(parte lumbar).  426 En cuanto a los knock‐out de los receptores LIFRβ, y gp130 se observa pérdida 
de MNs durante el desarrollo (~ 40%), y muerte al poco de nacer333,427. 
El 20% de los casos de esclerosis amiotrófica lateral familiar (FALS), tienen mutaciones en 
la SOD1 .La inyección intramuscular de un vector adenoviral que codifica la CT‐1 en ratones recién 
nacidos con mutación en  la SOD1,  suministra a  las motoneuronas una  fuente contínua de CT‐1 
que retrasa el inicio del deterioro motor. La degeneración axonal se relentiza y la atrofia muscular 
esquelética se reduce por el tratamiento con CT‐1426,428. 
En  ratones  recien  nacidos  con  neuropatías  motoras,  la  administración  de  un  vector 
adenoviral de CT‐1 prolonga la supervivencia de los animales y mejora las funciones motoras. Los 
ratones  tratados  con  CT‐1  muestran  una  reducción  significativa  en  la  degeneración  de  las 
motoneuronas  faciales.  La  inervación  terminal del músculo esquelético, enormemente alterado 
en ratones no tratados, estaba casi completamente conservada en ratones tratados con CT‐1429. 
Las citocinas CNTF y CT‐1  inducen  supervivencia a motoneuronas através de  la activación de  la 
PI3K necesitando síntesis de proteínas dependientes de la vía JAK430. 
En  ratones mutantes con atrofia muscular espinal,  la  inyección  intramuscular del vector 
adenoviral  que  expresa  CT‐1, mejora  la media  de  supervivencia,  retrasando  el  daño motor  y 
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ejerce efectos protectores contra la pérdida de axones proximales motores y contra las anomalías 
en el citoesqueleto de terminales sinápticas motoras, por lo que la administración de CT‐1 podría 
ser una valiosa propuesta terapeútica en atrofia muscular espinal431. 
Para caracterizar más el papel de la CT‐1 en la supervivencia de MNs, se han examinado: 
(1)  los efectos de  la CT‐1 sobre cultivos de MNs de pollo y ratón; (2)  los efectos del tratamiento 
con CT‐1, en la supervivencia de MNs en el útero de ratón y pollo; y (3) la supervivencia de MNs 
en  ratones  con  deficiencia  en  CT‐1.  Los  resultados  de  los  tres  enfoques  apoyan  un  papel 
fisiológico para CT‐1 en la supervivencia de subpoblaciones de MNs en desarrollo333. 
Se ha demostrado también como el cotransplante de neuronas embrionarias, a las que se 
le añade CT‐1 en el medio en el mismo momento del  trasplante  celular  (aproximadamente 90 
minutos despues de la disociación celular), mejora la supervivencia de las neuronas y la función a 
largo plazo de los músculos reinervados después de una denervación del músculo432. 
Podemos concluir que la CT‐1 ejerce efectos miotróficos y neurotróficos en un modelo de 
ratón  con  daño  espontáneo  de motoneuronas,  lo  que  tiene  un  gran  potencial  terapútico  en 
humanos433. 
 
 
6.3.6.‐ Cardiotrofina‐1 y otros órganos 
 
 
6.3.6.1.‐ Retina 
 
Se ha observado que  la CT‐1 promueve  la supervivencia de  los  fotorreceptores en ratas 
transgénicas  portadoras  de  la mutación  rodopsina  S334ter.  Se  observó  también  un  aumento 
significativo de la fosforilación de STAT1 y de STAT3 en la retina después de la inyección de CT‐1. 
El aumento de la STAT3 fosforilada se localizó con la glutamina sintetasa, un marcador de células 
Müller. Estos resultados  indican que  la CT‐1 promueve  la supervivencia de  los fotorreceptores y 
que probablemente las células de Müller median este efecto. También sugieren que la liberación 
prolongada de la CT‐1, es esencial para el rescate de los fotorreceptores a largo plazo434. 
 
6.3.6.2.‐ Hueso 
 
La CT‐1 tiene una función crítica en  la biología del hueso, se expresa en  los osteoclastos 
diferenciados, es esencial para la resorción ósea normal y es cápaz de estimular la formación del 
hueso tanto  in vitro como  in vivo. La CT‐1 podría ser uno de  los factores de acoplamiento en  la 
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señalización  de  los  osteoclastos  activos  a  los  osteoblastos  para  promover  la  formación  del 
hueso435. 
 
6.3.6.3.‐ Tejido adiposo 
 
La CT‐1 se expresa en el tejido adiposo436 y se ha demostrado, en adipocitos 3T3‐L1, que la 
CT‐1 activa y transloca al núcleo STAT1,‐3,‐5A y  ‐5B así como ERK1/2, de manera tiempo y dosis 
dependiente437. 
La  capacidad  de  la  CT‐1  para  inducer  señalización  en  células  grasas  también  se  ha 
demostrado  in  vivo.  La  CT‐1  no  afecta  a  la  diferenciación  de  los  adipocitos.  Sin  embargo  el 
tratamiento agudo con  la CT‐1 causa un  incremento en el mRNA de SOCS‐3 en adipocitos y un 
decremento transitorio del mRNA de PPARγ437. Los efectos de la CT‐1 sobre la SOCS‐3 y el mRNA 
de PPARγ eran independientes de la activación de MAPK335. 
La administración crónica de CT‐1 a adipocitos 3T3‐L1 da  lugar a una disminución de  la 
acido graso sintasa y del receptor de la insulina (IRS‐1). Además el tratamiento crónico con la CT‐1 
desarrolla una resistencia a la insulina. Por lo tanto CT‐1 es un potente regulador de señalización 
en adipocitos tanto in vitro como in vivo335. 
El  tejido  adiposo  parece  ser  una  fuente  de  CT‐1,  ya  que  su  expresión  aumenta 
progresivamente a lo largo de su diferenciación de preadipocitos a adipocitos maduros en cultivos 
celulares  de  3T3‐L1.  En  esas  células,  la  expresión  de  la  CT‐1  se  incrementa  con  los  niveles  de 
glucosa de manera dosis dependiente. Se ha observado en pacientes con  síndrome metabólico 
mayores niveles de CT‐1 en suero que en pacientes control, por  lo que  la síntesis de CT‐1 en el 
tejido adiposo podría estar relacionado con  los elevados niveles de CT‐1 en plasma en pacientes 
con síndrome metabólico436. 
 
6.3.6.4.‐ Endotelio 
 
En cultivos de células endoteliales la CT‐1 aumenta el gen de expresión de la endotelina‐1 
através  del  receptor  gp130438.  Por  otra  parte,  en  cultivos  de  células  endoteliales  de  la  vena 
umbilical humana (HUVEC) la CT‐1 aumenta de manera dosis y tiempo dependiente, el mRNA de 
la proteína quimiotractante de monocitos (MCP1), y parece ser que en ello están involucradas la 
vía de señalización JAK2/STAT3 y NF‐κB439. También en HUVEC la CT‐1 causa un increment de la IL‐
6 tanto a nivel de proteína como de mRNA y  las vías  implicadas son JAK2/STAT3, p38 y NFκB440. 
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Otro  estudio  in  vitro  en  células  endoteliales  aórticas  humanas  (HAECs)  demuestra  que  la  CT‐1 
promueve la adhesión de monocitos y la migración mediante la estimulación de ICAM‐1 y MCP‐1 
através de mecanismos los cuales involucran a ERK1/2, p38, PI3K/Akt y NFκB441. 
 
6.3.6.5.‐ Células sanguíneas 
 
La CT‐1 es estable en muestras de sangre tratada con EDTA y aprotinina guardada durante 
48 horas a temperatura ambiente o en hielo lo que permite la investigación clínica cotidiana442. El 
corazón es una fuente de CT‐1 en la circulación; la concentración de CT‐1 en plasma de la aorta y 
del seno coronario es mayor que en sangre periférica,  lo cual  indica claramente que el corazón 
secreta  la  CT‐1  a  través  del  seno  coronario  hacia  la  circulación  periférica336.  Los  leucocitos, 
plaquetas  y  la  hemoglobina  aumentan  con  la  administración  de  la  CT‐1331.  Además  la  CT‐1 
también  incremente  la expresión tanto de  la proteína como del mRNA de  la IL‐6 en monocitos y 
las vías implicadas serían JAK2/STAT3, p38 y NFκB443. 
 
6.3.8.‐ Otros factores que regulan la expresión de CT‐1 
 
 Angiotensina II 
La Angiotensina II induce expresión de CT‐1 en fibroblastos cardíaco444 observándose una 
mayor  expresión  de mRNA  de  CT‐1  en  fibroblastos  que  en  cardiomiocitos382. A  su  vez  la  CT‐1 
aumenta  la  expresión  del  mRNA  del  angiotensinógeno  en  miocitos  cardíacos  por  la  vía  de 
activación  STAT3  y  el  aumento  de  la  regulación  del  angiotensinógeno  y  la  producción  de 
angiotensina II contribuye con la CT‐1 para inducir hipertrofia cardíaca445. 
 Noradrenalina 
La noradrenalina aumenta la expresión del mRNA de CT‐1 en miocitos cardíacos, tanto in 
vivo como in vitro279. 
 Urocortina 
La urocortina aumenta los niveles de expression de la CT‐1 tanto de la proteína como del 
mRNA.  Este  efecto  es mediado  por  activación  del  promotor  del  gen  de  la  CT‐1  y  requiere  del 
factor de transcripción C/EBPβ/NF‐IL6446. 
 El factor de crecimiento de fibroblastos‐2 (FGF‐2) 
El Hmw‐FGF‐2  aumenta  la  regulación  de  la  CT‐1  en  cardiomiocitos  y  causa  hipertrofia 
post‐infarto de miocardio447. 
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II.‐ HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.‐ Hipóptesis 
 
 
 
 
La  administración  profiláctica  de  CT‐1  disminuirá  el  daño  renal  ocasionado  por  la 
respuesta  inflamatoria  inducida  por  isquemia/reperfusión  renal,  tanto  en  la  isquemia  caliente 
como en la isquemia fría y posterior reperfusión tras el trasplante renal. 
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2.‐ Objetivos 
 
 
 
 
 Desarrollo de un modelo experimental de I/R renal grave y reversible en rata. 
 Evaluar  en  dicho modelo  experimental  el  efecto  de  CT‐1  sobre  la  función  renal  y  la 
respuesta inflamatoria originada por la I/R renal 
 Desarrollo de un modelo experimental de preservación renal en rata. 
 Evaluar en dicho modelo experimental el efecto de CT‐1 sobre la inflamación inducida por 
la preservación. 
 Desarrollo de un modelo de trasplante renal ortotópico isogénico en ratas. 
 Evaluar  en  dicho modelo  experimental  el  efecto  de  CT‐1  sobre  la  función  renal  y  la 
respuesta inflamatoria originada por la I/R renal post‐trasplante. 
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III.‐ MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.‐ Materiales 
 
 
 
 
1.1.‐ Instalaciones: 
 
 
 
 Servicio de Experimentación Animal  (SEA) de  la Universidad de Salamanca  (PAE SA‐001, 
Salamanca,  España),  que  proporcionó  los  animales  de  experimentación  empleados  en 
este estudio y donde permanecieron estabulados, en jaulas metabólicas, para los estudios 
de supervivencia y función renal. 
 Laboratorios  del  Departamento  de  Anatomía  e  Histología  Humanas,  Universidad  de 
Salamanca, donde se realizaron los estudios histológicos de la preservación renal. 
 Laboratorios  del  Centro  del  Cáncer, Universidad  de  Salamanca,  donde  se  realizaron  el 
resto de los estudios histológicos y los de inmunohistoquímica. 
 Laboratorios de Bioquímica del Hospital Universitario de Salamanca, donde se realizaron 
las determinaciones de creatinina. 
 Laboratorios  de  Cirugía,  Facultad  de  Medicina,  Universidad  de  Salamanca,  donde  se 
realizaron las técnicas quirúrgicas y el resto de los estudios: 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
 
 
Página | 168 
o Laboratorio  1  para  trabajo  con  animales  de  experimentación,  dotado  de 
instalación  fija  de  aire  acondicionado  y  renovación  del  mismo,  zonas  de 
estabulación,  mobiliario  y  de  los  elementos  necesarios  para  la  realización  de 
modelos experimentales quirúrgicos desarrollados en la Tesis Doctoral. 
o Laboratorio 2 para el desarrollo de las técnicas de determinación, en todo tipo de 
muestras, dotado de instalación fija de aire acondicionado, gases (O2 y CO2), vacio, 
mobiliario y de los instrumentos necesarios para la realización de los estudios de: 
anión superóxido, mieloperoxidasa, glicoproteína gp130, CT‐1 total y marcada con 
cola  de  histidina,  el  supresor  de  señalización  SOCS‐3,  citocinas  pro‐  y  anti‐
inflamatorias,  iNOS, moléculas de adhesión celular, vías de señalización celular y 
el factor transcripciona B. 
o Laboratorio 3, sala tipo C, dotado de la instalación fija de todos los elementos de 
una sala  limpia, mobiliario y de  los elementos precisos para el desarrollo de  los 
estudios de preservación y almacenamiento de muestras 
o Seminario para mantener reuniones de trabajo, dotado de sistema  informático y 
proyección, fijos, y mobiliario adecuado para tales fines. 
o Almacén para el material fungible 
Todas  las  instalaciones  anteriormente  mencionadas  cumplen  con  la  normativa  y 
legislación vigente para los cometidos que se han desarrollado en cada una de ellas. 
 
 
 
1.2.‐ Animales de experimentación 
 
 
 
Empleamos  ratas  Wistar  machos  de  un  peso  comprendido  entre  225  y  250  g, 
suministrados  por  el  SEA  de  la Universidad  de  Salamanca  y  ratas  Fischer machos  de  un  peso 
comprendido  entre  225  y  250  g,  suministrados  por  CharlesRiver  (Barcelona,  España).  Fueron 
estabuladas en condiciones adecuadas, según la legislación vigente, y alimentadas, ad libitum, con 
agua y dieta estándar (AØ4, Panlab, Madrid, España), con la siguiente composición: Proteína bruta 
(17.62% del total), materias grasas brutas (2.50%), celulosa bruta (4.05%), cenizas brutas (4.38%), 
almidón  (43.30%),  calcio  (0.66%),  fósforo  (0.49%),  sodio  (0.14%),  humedad  (10.54%),  lisina 
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(0.85%), metionina (0.29%), vitamina A (7500 UI), vitamina D (1500 UI) y vitamina E (tocoferol) (15 
mg). 
Los animales fueron sometidos a dieta absoluta, con agua ad  libitum, 12 horas antes del 
experimento correspondiente. 
El  proyecto  cumplió  en  todo momento  con  la  normativa  y  legislación  vigente  sobre  el 
manejo de animales de experimentación. 
 
 
 
1.3.‐ Equipos empleados 
 
 
 
Limpieza  y  esterilización:  Sellador  de  bolsas  de  autoclave:  Selecta  Sealcom  600. 
Esterilizador por gases Amprolene AN74i. Autoclave Raypa Steam Sterilizer. Estufa Heraeus E42. 
Estufa p‐selecta. Baño de ultrasonidos Branson 2510. 
Anestesia: Sistema de anestesia por gases Matrx. 2 respiradores volumétricos de aire. 2 
respiradores  volumétricos  de  oxígeno  y  gases.  2  ventiladores  para  pequeños  animales  SRI.  4 
bombas de infusión Braun. 
Cirugía: Lupa LEICA con sistema de vídeo  incorporado. Lupa NIKON con sistema de vídeo 
incorporado. Microscopio quirúrgico Zeiss. 2 aspiradores portátiles semiautomáticos. 2 mesas de 
quirófano  robotizadas.  2  bisturíes  eléctricos.  2  bisturíes  ultracision.  Bomba  multicanal  Cole‐
Parmer 74900. Bomba Masterflex + baño termostatizado Medingen. Fuente de luz fría Schott. 
Almacenamiento de muestras y reactivos: Contenedor de nitrógeno líquido de 110 litros. 
Congelador ‐80ºC: Forma Scientific ‐86 freezer. 3 Congeladores ‐25ºC. 3 Refrigeradores 4ºC. 
Estabulación de animales: Aislador, con sistema HEPA, para animales TDI. 
Equipamiento general: Campana de gases “Cruma”. Termodesinfectador Miele. Máquina 
de  hielo  automática  85  AS‐E.  Armario  de  seguridad  para  productos  inflamables  y  corrosivos. 
Balanza de precisión: Precisa 205ª. Balanza Sartorius T2101. Balanza Sartorius T6101. Sistema de 
purificación  de  agua  Millipore  Elix  3.  2  Agitadores  orbitales:  Cole  Parmer  Rocker  Platform. 
Agitador  magnético:  Raypa  AG‐2.  2  Agitadores  calefactados:  Eppendorf  Mixmate.  pHmetro: 
Oaktlon ph 510 series. Baño de agua: Lauda Ecoline Re 120 desde ‐30 a 150 ºC. Campana de flujo 
laminar TELSTAR CV‐30/70. Campana de flujo laminar TELSTAR. Contenedor de nitrógeno líquido 
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con  sistema de  administración THERMO. Contenedor de nitrógeno  líquido THERMO 110  l para 
congelación de muestras. Centrífuga refrigerada Eppendorf 5417R (volumen 1,5‐2 ml). Centrífuga 
refrigerada Eppendorf 5810  (volumen 15‐50 ml). Centrífuga Eppendorf miniSpin. Ultracentrífuga 
SORVAL‐OTD‐COMBI.  Sonicador  Sonics Vibra Cell Tm. Homogeneizador: Glas Col GKH. Marerial 
informático  al  uso  para  todos  los  sistemas  especificados.  Equipo  automatizado  de  pipeteo 
Eppendorf opMotion 5057 
Equipamiento específico: Espectrofotómetro Unicam Heλios α. Lector de placas Thermo 
Electro  Corporation Multiskan  ascent  (medida  fotométrica).  Lector  de  placas  Thermo  Electro 
Corporation  Varioskan‐flashl  (lector  de  escaneado  multimodo,  incluyendo  la  intensidad  de 
fluorescencia,  con  resolución  temporal  de  fluorescencia  (TRF),  fotométrico,  y  luminométrico. 
Equipo de Western Blot: BIO‐RAD Miniprotean. Equipo de Western Blot: BIO‐RAD Protean‐xi cell. 
Trans‐Blot  Semi‐Dry  transfer  cell  BIO‐RAD.  2  Alimentadores  Power‐Pac  HC  BIO‐RAD/  Thermo‐
electron  corporation.  Equipo  de  PCR  Eppendorf.  Equipo  de  revelado  y  análisis  de  imagen 
ImageQuant RT ECL de General Electrics. 
Equipamiento  informático:  Ordenadores,  impresoras,  periféricos  y  programas 
informáticos adaptados a las necesidades propuestas. 
Material fungible: Ver las diferentes técnicas ensayadas 
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2.‐ Métodos: Diseño Experimental 
 
 
 
 
2.1‐ Condiciones generales del estudio: 
 
 
 
Se  realizaron  búsquedas  bibliográficas  en  diferentes  Bases  de  Datos  (MEDLINE, MLA 
Bibliography, PsycLIT Journal Articles, CC Search (R) All 7 CC Editions, U.S. National Library of 
Medicine) en el periodo  comprendido entre 2005  y 2011, utilizando algunas  referencias más 
antiguas. 
El planteamiento del trabajo se realizó siguiendo un estudio randomizado ciego: después 
de una asignación aleatoria, tanto en el momento de la administración de los fármacos, como en 
la determinación y valoración estadística de  los resultados, no sabíamos qué producto se estaba 
administrando, a qué grupo pertenecía  la muestra que estábamos estudiando, o  la  identidad de 
los grupos que se analizaban estadísticamente. 
Todas  las  técnicas  anestésicas  y  quirúrgicas,  de  obtención  de  muestras  y  las 
determinaciones  de  las  diferentes  variables  estudiadas  fueron  realizadas  bajo  estrictas 
condiciones de asepsia utilizando todos los medios descritos en los apartados anteriores. 
 
 
2.1.1.‐ Técnicas anestésicas empleadas: 
 
 
 Inhalatoria  con  gas  isofluorano  (Forane,  Abbott  Laboratories,  IL,  USA),  para  la 
administración  de  la  cardiotrofina‐1,  para  el  trasplante  renal  y  para  la  extracción  de 
muestras. 
 Intraperitoneal con 75 mg/kg de cloruro de ketamina  (Parke‐Davis Barcelona, España) + 
50 mg/kg de diazepam (Roche Madrid, España) y 20 mg/kg de atropina para la realización 
de las técnicas quirúrgicas de isquemia/reperfusión. 
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2.1.2‐ Técnicas quirúrgicas empleadas: 
 
 
Durante  los procedimientos, se coloca al animal de experimentación sobre una tabla de 
microcirugía  calefactada,  diseñada  para  minimizar  la  pérdida  de  calor  del  animal  de 
experimentación, en decúbito supino con sujeción de las cuatro extremidades, ofreciendo así una 
completa  exposición  del  campo  quirúrgico  abdominal.  Como  ya  hemos  comentado  todas  las 
técnicas quirúrgicas se realizan bajo estrictas condiciones de asepsia, utilizado material estéril y 
en  campana  de  flujo  laminar.  Previa  preparación  del  campo  quirúrgico:  rasurado  de  la  piel  y 
administrando solución antiséptica de povidona yodada (Betadine, Asta medica) se desarrollan los 
siguientes procedimientos quirúrgicos según el ensayo correspondiente: 
 
2.1.2.1.‐ Procedimiento de isquemia y reperfusión 
 
Vía laparotomía media, eviscerando parte del contenido abdominal, se abordó el espacio 
retroperitoneal,  realizándose  la  disección  e  identificación  del  pedículo  vascular  del  riñón 
izquierdo. Utilizando una micropinza vascular y preservando el sistema pielocalicial, procedimos a 
la oclusión del pedículo renal izquierdo (arteria y vena), produciendo de este modo una isquemia 
renal  izquierda  completa  durante  60  minutos.  Se  mantiene  al  animal  cubierto  con  gasas 
humedecidas  en  solución  salina  caliente  (37ºC),  recubiertas  con  un  film  plástico  para  evitar  la 
deshidratación y a una temperatura ambiente, dentro de la campana de flujo laminar de 28ºC. 
En los tiempos planteados en los diferentes modelos experimentales se administraron las 
distintas sustancias ensayadas. 
Cinco minutos antes de  concluir el  tiempo de  isquemia, previa disección  renal derecha 
procedimos  a  la  ligadura  en  bloque  del  pedículo  renal  derecho  con  seda  4/0  y  practicamos 
nefrectomía derecha. A continuación y, según el grupo experimental, se procedió a la retirada del 
pinzamiento  vascular  para  permitir  la  reperfusión  a  los  tiempos  prefijados.  Finalmente  se 
obtuvieron  las  muestras,  efectuando  la  nefrectomía  izquierda  y  extrayendo  sangre  total  por 
punción aórtica. 
 
2.1.2.2.‐ Procedimiento de preservación renal 
 
Bajo condiciones de asepsia, se realiza  laparotomía media y disección del retroperitoneo 
para  exponer  la  aorta  abdominal  y  las  arterias  renales  hasta  la  bifurcación  aórtica  (iliacas). 
Disección de los vasos renales ligando la rama suprarrenal inferior y gonadal. El uréter es disecado 
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en su mitad proximal, respetando la grasa periureteral. Para la perfusión del órgano se procede al 
pinzamiento de  la aorta por debajo de  la salida de  la arteria renal  izquierda, manteniedo así su 
vascularización. La cateterización aórtica se efectúa mediante aortotomía transversal en su cara 
anterior,  previa  ligadura  distal  al  nivel  de  su  bifurcación.  A  continuación  ligamos  la  aorta  por 
encima de  la arteria renal  izquierda, a  la vez que retiramos  la pinza e  iniciamos  la perfusión con 
solución de UW a 4ºC y 1mg/Kg de heparina sódica  (añadiendo o no  la CT‐1 a  la dosis  indicada 
dependiendo del grupo experimental), se lava el riñón con un volumen de 5‐6ml a una velocidad 
máxima de 20ml/h para no superar los 100mm Hg de presión intra‐renal (a pesar de esto nosotros 
hemos comprobado como hasta los 4ml/min no hay problemas aparentes), drenando a través de 
la vena renal que se secciona en su unión con la cava. Una vez perfundido el riñón, se secciona el 
uréter en el trayecto disecado y la arteria renal. El órgano extraído es sumergido en un recipiente 
rodeado de hielo con 15 ml de solución UW a 4ºC (añadiendo o no la CT‐1 dependiendo del grupo 
experimental). 
 
2.1.2.3.‐ Procedimiento de transplante renal 
 
 
Extracción renal en el trasplante de riñón 
Preparación donante: Se realiza laparatomía media y se expone el riñón izquierdo. Se disecan los 
vasos abdominales y se dejan  ligaduras preparadas para ser anudadas siguiendo el orden: aorta 
supra‐renal  (ligadura  4‐0),  vena  renal  en  su  unión  a  la  cava  (ligadura  6‐0),  aorta  infra‐renal 
(ligadura 4‐0 para fijar la cánula), aorta+cava infra‐renal en bloque (ligadura 3‐0). 
Heparina: 1000UI administradas iv vena dorsal del pene. 
Disección uréter: Mientras esperamos que la heparina se distribuya sistémicamente, se diseca el 
uréter con cuidado de no tocarlo directamente sino trabajando con  la grasa que  lo envuelve. Se 
secciona cerca de la vejiga. Se separa el riñón del tejido graso peri‐renal. 
Canulación y lavado: Se ligan en bloque aorta y cava infra‐renales. Se pone una pinza vascular en 
la aorta infra‐renal para poder canularla sin interrumpir el flujo sanguíneo renal. Se canula y se fija 
la cánula con  la  ligadura de  la aorta  infra‐renal. Se retira  la pinza vascular. Se abre el paso de  la 
solución  de  preservación  (UW,  4ºC  con  o  sin  CT‐1  dependiendo  del  grupo  experimental)  e 
inmediatamente se interrumpe el flujo sanguíneo anudando la ligadura de la aorta supra‐renal. Se 
lava el  riñón con un volumen de 5‐6ml a una velocidad máxima de 20ml/h para no superar  los 
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100mm Hg de presión  intra‐renal  (a pesar de esto nosotros hemos comprobado como hasta  los 
4ml/min no hay problemas aparentes). 
Nefrectomía: Mientras  se  lava  el  riñón  se  liga  la  vena  renal  cerca  de  la  unión  a  la  cava  y  se 
secciona  recta  tan  cerca de  la  cava  como  sea posible, para disponer de  la máxima  longitud de 
vena  renal  en  el  injerto.  Una  vez  lavado  el  riñón,  la  arteria  renal  se  secciona  con  un  parche 
aórtico.  El  riñón  se  preserva  en  15  ml  de  solución  de  preservación  UW  (con  o  sin  CT‐1 
dependiendo del grupo experimental) a 4ºC durante 24h. 
 
Preparación del receptor y trasplante 
Preparación del receptor: Se realiza laparatomía media y se expone el riñón izquierdo. Se diseca 
el  uréter  con  cuidado  de  no  tocarlo  directamente,  trabajando  con  la  grasa  peri‐ureteral.  Se 
secciona cerca del hilio renal y se reserva. Se realiza nefrectomía del riñón  izquierdo. Se disecan 
los  vasos  abdominales  y  se  ponen  las  pinzas  vasculares  siguiendo  el  orden:  cava  caudal,  cava 
craneal, aorta craneal, aorta caudal. Si quedaran vasos subsidiarios entre  las pinzas,  ligarlos con 
sutura 6‐0. 
Anastomosis vasculares: arteria y vena: Las suturas de la arteria tienen que ser fuertes, tensas y 
las juntas, tanto si la sutura es continua o discontinua. Empleamos anastomosis arterial término‐
lateral con parche aórtico y sutura continua con monofilamento no reabsorbible de 9/0 con aguja 
curva no espatulada. Durante  la extracción renal, nos habremos fijado en  la forma y tamaño del 
parche aórtico de manera que al cortar la aorta abdominal hagamos una sección similar en forma 
y  tamaño  al  del  parche  del  donante.  Se  encara  el  parche  con  la  aorta  respetando  la  posición 
natural de la arteria renal para que no quede contorsionada. 
Las suturas de  la vena han de ser flojas,  laxas y separadas, tanto si  la sutura es continua 
como discontinua. Utilizamos anastomosis venosa término‐lateral sin match y con sutura continua 
con monofilamento no reabsorbible de 9/0 con aguja curva no espatulada. Se encara la vena renal 
con la cava respetando la posición natural de la renal para que no quede contorsionada. Los pasos 
a seguir para la anastomosis de la vena son los mismos que para la arteria. 
Una vez realizadas las anastomosis vasculares, se retiran las pinzas vasculares siguiendo el 
flujo natural de la sangre dentro del riñón: aorta craneal, vena craneal, vena caudal, aorta caudal. 
Comprobamos que las anastomosis no sangran, en caso necesario se añade algún punto extra. 
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Anastomosis ureteral: La anastomosis ureteral termino‐terminal es facilitada por la introducción 
del  cuff  intraureteral  en  el  uréter  receptor  para  conseguir  un  uréter  funcional  y  de  longitud 
normal. Con  ligadura  6/0  sobre  el  cuff quedan  fijados  ambos uréteres.  El  riñón  implantado  se 
inmoviliza en el espacio retroperitoneal mediante unos puntos de fijación hasta la grasa perirrenal 
que habíamos conservado. 
Lo  más  importante  al  trabajar  con  el  uréter  es  evitar  dañarlo,  por  eso  es  necesario 
trabajar con  la grasa que  lo envuelve. Es  importante que  los diámetros de  los dos uréteres sean 
similares. Si hace falta, se secciona el uréter del receptor en diagonal para aumentar su diámetro. 
También hay que tener cuidado de no contorsionarlos para no impedir el flujo de orina. Se ha de 
observar  que  el  uréter  tiene  peristaltismo  una  vez  anastomosado  y  que  no  hay  fístula  que 
provoque pérdida de orina. 
Nefrectomía riñón derecho: Al acabar las anastomosis y comprobar que el injerto se reperfunde 
correctamente y el uréter  tiene peristaltismo, se procede a nefrectomizar el  riñón derecho con 
cuidado de dejar el uréter derecho bien ligado. 
 
 
 
2.2‐ Modelos experimentales 
 
 
 
Hemos empleado un total de 449 animales que se han distribuído como sigue: 
 
2.2.1.‐ Control de dosis 
 
Utilizamos  20  ratas  Wistar  machos  de  un  peso  comprendido  entre  225  y  250  g. 
distribuidas en los siguientes grupos: 
 Simulado: Después de anestesiado el animal de experimentación se extraen muestras de 
sangre y renales. (N=5) 
 CT1 200: Después de anestesiado el animal de experimentación administramos 200 μg/kg 
de CT‐1  iv, a  través de  la vena dorsal del pene, a  las 24 horas se vuelve a anestesiar al 
animal y se extraen muestras sanguíneas y renales (N=5). 
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 CT1 400: Después de anestesiado el animal de experimentación administramos 400 μg/kg 
de CT‐1  iv, a  través de  la vena dorsal del pene, a  las 24 horas se vuelve a anestesiar al 
animal y se extraen muestras sanguíneas y renales (N=5). 
 CT1 800: Después de anestesiado el animal de experimentación administramos 800 μg/kg 
de CT‐1  iv, a  través de  la vena dorsal del pene, a  las 24 horas se vuelve a anestesiar al 
animal y se extraen muestras sanguíneas y renales (N=5). 
Una  vez  obtenido  el  riñón  se  divide  sagitalmente  en  4  partes  iguales,  procurando  que 
todas  tengan  la misma parte de  corteza que de médula  y  se  introducen  instantáneamente  en 
nitrógeno líquido, conservándolos en tubos de criocongelación a –80ºC. 
Las  muestras  sanguíneas,  obtenidas  por  punción  aórtica,  fueron  inmediatamente 
centrifugadas durante  20 minutos  a  4500  rpm  y  4ºC,  extraído  el  suero  y dividido  en  alícuotas 
fueron congeladas a ‐80ºC en tubos de criocongelación. 
En estos animales se lleva a cabo el estudio del radical libre anión superóxido para evaluar 
cual de las dosis empleadas es más adecuada para nuestro estudio. 
 
 
2.2.2.‐ Estudios de I/R: 
 
 
Para evaluar el efecto de la CT‐1 sobre la respuesta inflamatoria inducida por el fenómeno 
de I/R renal, realizamos el siguiente experimento utilizando 110 ratas Wistar machos (225‐250 g) 
distribuidas en los siguientes grupos: 
 Simulado: Después de anestesiado el animal de experimentación se extraen muestras de 
sangre  y  renales  de  5  animales.  Para  el  estudio  de  supervivencia  y  de  función  renal 
emplearemos otro 5 animales (N=10). 
 I/R Control 4h: Una vez realizada la isquemia renal izquierda se mantiene durante 1 hora, 
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solución salina a través de la vena 
dorsal del pene. Al  finalizar  la hora de  isquemia  se  realiza  la nefrectomía derecha y  se 
reperfunde  el  riñón  isquémico  izquierdo;  a  las  4  horas  de  reperfusión  se  tomarán 
muestras de sangre y riñón de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de función 
renal emplearemos otro 5 animales (N=10). 
 I/R  Control  24h:  Una  vez  realizada  la  isquemia  renal  se  mantiene  durante  1  hora, 
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solución salina a través de la vena 
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dorsal del pene. Al  finalizar  la hora de  isquemia  se  realiza  la nefrectomía derecha y  se 
reperfunde  el  riñón  isquémico;  a  las  24 horas de  reperfusión  se  tomarán muestras de 
sangre  y  riñón  de  5  animales.  Para  el  estudio  de  supervivencia  y  de  función  renal 
emplearemos otro 5 animales (N=10). 
 I/R  Control  48h:  Una  vez  realizada  la  isquemia  renal  se  mantiene  durante  1  hora, 
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solución salina a través de la vena 
dorsal del pene. Al  finalizar  la hora de  isquemia  se  realiza  la nefrectomía derecha y  se 
reperfunde  el  riñón  isquémico;  a  las  48 horas de  reperfusión  se  tomarán muestras de 
sangre  y  riñón  de  5  animales.  Para  el  estudio  de  supervivencia  y  de  función  renal 
emplearemos otro 5 animales (N=10). 
 I/R  Control  14d:  Una  vez  realizada  la  isquemia  renal  se  mantiene  durante  1  hora, 
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solución salina a través de la vena 
dorsal del pene. Al  finalizar  la hora de  isquemia  se  realiza  la nefrectomía derecha y  se 
reperfunde  el  riñón  isquémico;  a  los  14  días  de  reperfusión  se  tomarán muestras  de 
sangre y riñón de 10 animales (de  los supervivientes). Para el estudio de supervivencia y 
de función renal emplearemos otro 10 animales (N=20). 
 I/R  CT‐1  4h:  Una  vez  realizada  la  isquemia  renal  se  mantiene  durante  1  hora, 
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solución salina con 400 μg/kg de 
CT‐1  a  través  de  la  vena  dorsal  del  pene. Al  finalizar  la  hora  de  isquemia  se  realiza  la 
nefrectomía derecha y se reperfunde el riñón  isquémico; a  las 4 horas de reperfusión se 
tomarán muestras de sangre y riñón de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de 
función renal emplearemos otro 5 animales (N=10). 
 I/R  CT‐1  24h:  Una  vez  realizada  la  isquemia  renal  se  mantiene  durante  1  hora, 
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solución salina con 400 μg/kg de 
CT‐1  a  través  de  la  vena  dorsal  del  pene. Al  finalizar  la  hora  de  isquemia  se  realiza  la 
nefrectomía derecha y se reperfunde el riñón isquémico; a las 24 horas de reperfusión se 
tomarán muestras de sangre y riñón de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de 
función renal emplearemos otro 5 animales (N=10). 
 I/R  CT‐1  48h:  Una  vez  realizada  la  isquemia  renal  se  mantiene  durante  1  hora, 
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solución salina con 400 μg/kg de 
CT‐1  a  través  de  la  vena  dorsal  del  pene. Al  finalizar  la  hora  de  isquemia  se  realiza  la 
nefrectomía derecha y se reperfunde el riñón isquémico; a las 48 horas de reperfusión se 
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tomarán muestras de sangre y riñón de 5 animales. Para el estudio de supervivencia y de 
función renal emplearemos otro 5 animales (N=10). 
 I/R  CT‐1  14d:  Una  vez  realizada  la  isquemia  renal  se  mantiene  durante  1  hora, 
administrando iv, a los 30 minutos de su inicio, 1 ml de solución salina con 400 μg/kg de 
CT‐1  a  través  de  la  vena  dorsal  del  pene. Al  finalizar  la  hora  de  isquemia  se  realiza  la 
nefrectomía derecha y se reperfunde el riñón  isquémico; a  los 14 días de reperfusión se 
tomarán muestras  de  sangre  y  riñón  de  10  animales  (de  los  supervivientes).  Para  el 
estudio de supervivencia y de función renal emplearemos otro 10 animales (N=20). 
Una  vez  obtenido  el  riñón  se  divide  sagitalmente  en  4  partes  iguales,  procurando  que 
todas  tengan  la misma parte de  corteza que de médula  y  se  introducen  instantáneamente  en 
nitrógeno líquido, conservándolos en tubos de criocongelación a –80ºC. 
Las muestras sanguíneas, obtenidas por punción aórtica, después de su extracción fueron 
centrifugadas inmediatamente durante 20 minutos a 4500 rpm y 4ºC, extraído el suero y dividido 
en alícuotas fueron congeladas a ‐80ºC en tubos de criocongelación. 
Estudiaremos  las  siguientes  variables:  supervivencia,  función  renal  (creatinina  y  su 
aclaramiento), el daño histológico con MO (H‐E), inmunohistoquímica (iNOS, eNOS, CT‐1 marcada 
con histidina, caspasa‐3), estrés oxidativo (radical libre anión superóxido), infiltración neutrofílica 
(mieloperoxidasa),  citocinas proinflamatorias  (TNF‐α,  IL‐1β,  INF‐γ)  y  antiinflamatorias  (IL‐6 e  IL‐
10), óxido nítrico (iNOS), moléculas de adhesión celular (P‐selectina,  ICAM‐1, VCAM‐1 y PECAM‐
1),  vías  de  señalización  (pSTAT‐3,  pERK  y  pAkt),  la  CT‐1  total  y  la  CT‐1 marcada  con  cola  de 
histidina,  la glicoproteína gp130, el supresor de señalización de citocinas  (SOCS‐3), marcador de 
apoptosis (caspasa‐3 activada) y regulación trascripcional (p65, P‐p65 e IkB‐). 
 
 
2.2.3.‐ Ensayo de preservación renal: 
 
 
Para  evaluar  el  efecto  de  la  CT‐1  sobre  la  preservación  renal  realizamos  el  siguiente 
experimento utilizando 50 riñones extraídos de 25 ratas Fischer machos (225‐250 g) distribuidas 
en los siguientes grupos: 
 
 Control 30m: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución 
UW a 4ºC durante 30 min (N=5). 
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 Control 6h: Una vez perfundido y extraído el  riñón es preservado en 15 ml de solución 
UW a 4ºC durante 6 horas (N=5). 
 Control 12h: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución 
UW a 4ºC durante 12 horas (N=5). 
 Control 24h: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución 
UW a 4ºC durante 24 horas (N=5). 
 Control 48h: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución 
UW a 4ºC durante 48 horas (N=5). 
 CT‐1 30m: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución UW 
a  4ºC  durante  30 min,  tanto  en  la  solución  de  perfusión  como  en  la  de  preservación 
hemos añadido 0,2μg/ml de CT‐1 (N=5). 
 CT‐1 6h: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución UW a 
4ºC durante 6 horas, tanto en la solución de perfusión como en la de preservación hemos 
añadido 0,2μg/ml de CT‐1 (N=5). 
 CT‐1 12h: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución UW 
a 4ºC durante 12 horas,  tanto en  la  solución de perfusión  como en  la de preservación 
hemos añadido 0,2μg/ml de CT‐1 (N=5). 
 CT‐1 24h: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución UW 
a 4ºC durante 24 horas,  tanto en  la  solución de perfusión  como en  la de preservación 
hemos añadido 0,2μg/ml de CT‐1 (N=5). 
 CT‐1 48h: Una vez perfundido y extraído el riñón es preservado en 15 ml de solución UW 
a 4ºC durante 48 horas,  tanto en  la  solución de perfusión  como en  la de preservación 
hemos añadido 0,2μg/ml de CT‐1 (N=5). 
 
Una vez obtenido el riñón se divide sagitalmente en 2 partes iguales introduciendo una de 
ellas instantáneamente en nitrógeno líquido, conservándose en tubos de criocongelación a –80ºC 
y la otra mitad la sumergimos en formaldehido tamponado. 
 
También se alicuotaron muestras de la solución de preservación que fueron congeladas a 
–80ºC en tubos de criocongelación hasta su estudio. 
Estudiaremos  las siguientes variables: el daño histológico con MO (H‐E), estrés oxidativo 
(radical  libre  anión  superóxido),  la  citocina  proinflamatoria  (TNF‐α),  óxido  nítrico  (iNOS),  la 
molécula de adhesión VCAM‐1 y los factores de transcripción nuclear (p‐65 y P‐p65). 
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2.2.4.‐ Ensayo de trasplante renal: 
 
 
Evaluamos la eficacia de la CT‐1 en un modelo experimental de trasplante renal homólogo 
y ortotópico utilizando 264 ratas Fischer machos (225‐250g) distribuidas en los grupos: 
 Tx  Control  24h:  Una  vez  realizado  el  trasplante,  según  se  describe  anteriormente,  se 
mantiene 24 horas de  reperfusión  al  final de  la  cual  se  tomarán muestras de  sangre  y 
riñón. (N=20, N=10 trasplantes). 
 Tx  Control  3d:  Una  vez  realizado  el  trasplante,  según  se  describe  anteriormente,  se 
mantiene 3 días de reperfusión al final de la cual se tomarán muestras de sangre y riñón. 
(N=20, N=10 trasplantes). 
 Tx  Control  7d:  Una  vez  realizado  el  trasplante,  según  se  describe  anteriormente,  se 
mantiene 7 días de reperfusión al final de la cual se tomarán muestras de sangre y riñón. 
(N=30, N=15 trasplantes). 
 Tx  Control  14d:  Una  vez  realizado  el  trasplante,  según  se  describe  anteriormente,  se 
mantiene 14 días de reperfusión al final de la cual se tomarán muestras de sangre y riñón. 
(N=38, N=19 trasplantes). 
 Tx  Control  30d:  Una  vez  realizado  el  trasplante,  según  se  describe  anteriormente,  se 
mantiene 30 días de reperfusión al final de la cual se tomarán muestras de sangre y riñón. 
(N=52, N=26 trasplantes). 
 Tx  CT‐1  24h:  Una  vez  realizado  el  trasplante,  según  se  describe  anteriormente,  se 
mantiene 24 horas de  reperfusión  al  final de  la  cual  se  tomarán muestras de  sangre  y 
riñón. Se administró 0,2μg/ml de CT‐1 en las soluciones de perfusión y preservación tal y 
como se indica en la descripción de la técnica quirúrgica. (N=20, N=10 trasplantes) 
 Tx CT‐1 3d: Una vez realizado el trasplante, según se describe anteriormente, se mantiene 
3  días  de  reperfusión  al  final  de  la  cual  se  tomarán muestras  de  sangre  y  riñón.  Se 
administró 0,2μg/ml de CT‐1 en las soluciones de perfusión y preservación tal y como se 
indica en la descripción de la técnica quirúrgica. (N=20, N=10 trasplantes) 
 Tx CT‐1 7d: Una vez realizado el trasplante, según se describe anteriormente, se mantiene 
7  días  de  reperfusión  al  final  de  la  cual  se  tomarán muestras  de  sangre  y  riñón.  Se 
administró 0,2μg/ml de CT‐1 en las soluciones de perfusión y preservación tal y como se 
indica en la descripción de la técnica quirúrgica. (N=20, N=10 trasplantes) 
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 Tx  CT‐1  14d:  Una  vez  realizado  el  trasplante,  según  se  describe  anteriormente,  se 
mantiene 14 días de reperfusión al final de la cual se tomarán muestras de sangre y riñón. 
Se administró 0,2μg/ml de CT‐1 en las soluciones de perfusión y preservación tal y como 
se indica en la descripción de la técnica quirúrgica. (N=20, N=10 trasplantes) 
 Tx  CT‐1  30d:  Un  a  vez  realizado  el  trasplante,  según  se  describe  anteriormente,  se 
mantiene 30 días de reperfusión al final de la cual se tomarán muestras de sangre y riñón. 
Se administró 0,2μg/ml de CT‐1 en las soluciones de perfusión y preservación tal y como 
se indica en la descripción de la técnica quirúrgica. (N=24, N=12 trasplantes) 
 
Una  vez  obtenido  el  riñón  se  divide  sagitalmente  en  4  partes  iguales,  procurando  que 
todas  tengan  la misma parte de  corteza que de médula, y  se  introducen  instantáneamente en 
nitrógeno líquido, conservándose en tubos de criocongelación a –80ºC. 
 
Las muestras sanguíneas, obtenidas por punción aórtica,  inmediatamente después de su 
extracción  fueron  centrifugadas  durante  20 minutos  a  4500  rpm  y  a  4ºC,  extraído  el  suero  y 
dividido en alícuotas fueron congeladas a ‐80ºC en tubos de criocongelación. 
Estudiaremos  las  siguientes  variables:  Supervivencia,  función  renal  (creatinina  y  su 
aclaramiento), estrés oxidativo (radical  libre anión superóxido), citocina proinflamatoria (TNF‐α), 
antiinflamatoria (IL‐6), moléculas de adhesión celular solubles (sICAM‐1 y sVCAM‐1) y el factor de 
transcripción nuclear IκB‐. 
 
 
 
2.3.‐ Técnicas empleadas para el estudio de las variables 
 
 
 
1. Supervivencia. 
2. Pruebas de Función Renal: 
a. Creatinina 
b. Aclaramiento de la creatinina 
3. Estudio histológico. 
a. Tinción con hematoxilina‐eosina 
b. Técnica de Inmunohistoquímica: iNOS/NOS2, eNOS/NOS3, CT‐1 marcada con cola 
de histidina, Caspasa‐3. 
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4. Radical libre: Anión superóxido. 
5. Infiltración Neutrofílica: Mieloperoxidasa. 
6. Técnica de Elisa para el estudio de:  
a. Citocinas  Proinflamatorias:  Factor  de  necrosis  tumoral‐,  Interleucina‐1,  e 
Interferón‐. 
b. Citocinas Antiinflamatorias: Interleucina‐6 e Interleucina‐10. 
7. Técnica de Western blot para el estudio de: 
a. CT‐1 total y CT‐1 marcada con cola de histidina. 
b. Supresor de señalización de citocinas SOCS‐3. 
c. Glicoproteína gp130. 
d. Vías de señalización pSTAT‐3, pERK y pAkt. 
e. Moleculas de adhesión celular:  ICAM‐1, sICAM‐1, PECAM‐1, VCAM‐1, sVCAM‐1 y 
P‐selectina. 
f. iNOS. 
g. Factor de trascripción B (p65, p‐p65, IkB‐) 
8. Técnia de RT‐PCR para el estudio de: 
a. CT‐1 total, SOCS‐3, gp130. 
 
 Supervivencia: 
Los  animales  por  grupo  detallados  en  el  modelo  de  I/R  y  todos  los  del  modelo  de 
trasplante renal, fueron estabulados en  jaulas metabólicas siendo observados diariamente hasta 
el día 30 de evolución para evaluar la mortalidad. 
 
 Pruebas de función renal: 
Se determinaron como marcadores de la función renal la creatinina y su aclaramiento las 
cuales  fueron procesadas en un analizador automático Hitachi 747‐200  (Boehringer Mannheim, 
Indianápolis,  IN) obteniendo  las muestras de  los animales estabulados en  las  jaulas metabólicas 
descritos anteriormente. 
 
 Estudio histológico: 
Los animales cuyos  riñones están destinados para estudios histológicos  se perfunden  in 
vivo. Una vez extraídos los riñones, se descapsulan y se cortan sagitalmente en dos partes iguales 
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para  introducirlos a continuación en  formaldehído 3,7‐4%  tamponado a pH 7 y estabilizado con 
metanol.  Una  vez  fijados  tras  permanecer  en  esta  solución  durante  24  horas,  los  riñones  se 
deshidratan con una batería de alcoholes de gradación creciente, comenzando con etanol al 60%, 
y  continuando  con  diluciones  del  70%,  80%,  90%,  96%    hasta  alcanzar  el  100  %.  Para  el 
aclaramiento del tejido usamos xileno (miscible en alcohol y parafina líquida). 
 
Cada muestra se incluye en parafina fundida a 60º en una estufa durante 1 hora y se deja 
solidificar a temperatura ambiente obteniendo un bloque. Se realizan secciones de 3m de grosor 
con  un microtomo  y  cuchillas  de  acero,  que  seguidamente  se  depositan  los  cortes  sobre  un 
portaobjetos de vidrio. 
 
Los cortes se desparafinan con xileno y la muestra se rehidrata haciéndola pasar por una 
serie de graduaciones decrecientes de alcohol etílico hasta  llegar a una  solución 100% de agua 
destilada. 
 
Tinción con hematoxilina‐eosina 
Esta técnica pone de manifiesto la estructura morfológica de las células del tejido, tiñendo 
de azul el núcleo, las zonas ácidas del citoplasma, y la matriz, y de color rosa el citoplasma y todos 
sus componentes básicos. 
 
Los  cortes  histológicos  renales,  preparados  como  se  acaba  de  indicar,  se  mantienen 
cuatro minutos en una solución de hematoxilina y seguidamente se lavan con agua corriente para 
mantenerlos durante  tres minutos en una  solución de eosina. Una vez  teñidas,  las muestras  se 
deshidratan  de  nuevo mediante  alcoholes  de  concentración  creciente  (70º,  90º  y  100º)  para 
fijarlas de modo permanente con una gota de Bálsamo de Canadá sobre la que se coloca con un 
cubreobjetos empleando un medio de montaje (Tissue‐Tek). 
 
Las  imágenes  se  capturan  con  una  vídeo‐cámara  de  alta  resolución  conectada  al 
microscopio óptico que lleva un objetivo 20X. Se emplea un filtro óptico verde para aumentar el 
contraste. 
 
Se evaluó el daño renal en todos los grupos del estudio de preservación y en los de I/R de 
24 y 48 horas a través de microscopía óptica (H‐E). 
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Técnica de inmunohistoquímica 
Fundamento 
Esta  técnica  se  basa  en  la  localización  específica  de  proteínas  en muestras  de  tejidos. 
Consiste en la conjugación de un anticuerpo primario con la proteína que se quiere identificar y su 
posterior detección mediante anticuerpos secundarios ligados a moléculas sustrato que permitan 
la visualización microscópica tras la adición de un cromógeno. 
 
Preparación de las muestras 
Los cortes histológicos  renales una vez  rehidratados están preparados para  los estudios 
de  microscopía  óptica.  Inicialmente  se  aplica  un  tratamiento  recuperador  de  antígeno, 
manteniéndose durante 4 minutos en olla a presión y dejando reposar  las muestras durante 20 
minutos. A continuación se lavan con agua corriente durante tres minutos. 
Con  el  fin  de  bloquear  la  posible  señal  peroxidasa  endógena,  los  cortes  renales  se 
mantienen durante 10 minutos en peróxido de hidrógeno con metanol al 3%. 
Tras eliminar la señal endógena de los cortes se realiza un lavado de 5 minutos con PBS. A 
continuación, se incuban los cortes una hora con suero bloqueante diluido 67 veces, con el fin de 
que  no  ocurra  un  marcaje  inespecífico.  Se  retira  el  exceso  de  líquido  que  queda  en  las 
preparaciones y se incuban durante una hora con el anticuerpo primario, en la dilución adecuada 
para cada molécula. 
 
Anticuerpos 
 
Anticuerpos primarios: 
 Anti‐iNOS/NOS2 (N‐20 sc‐651 rabbit policlonal, 1:50, Santa Cruz Biotechnology) 
 Anti‐caspasa‐3  (Cleaved  Caspase‐3 Asp175  #9661,  rabbit  polyclonal  1:50,  Cell  Signaling 
Technology) 
 Anti‐histidina (mouse monoclonal 1:100, GE healthcare) 
 
Seguidamente se realiza un lavado de 5 minutos con PBS para incubar a continuación los 
cortes  con  un  anticuerpo  secundario multilink  durante  30 minutos. Después  de  lavar  con  PBS 
durante 5 minutos, las muestras se incuban con un anticuerpo terciario HPR multilink durante 30 
minutos  y  se  lavan  de  nuevo  con  PBS.  Inmediatamente  después  se  añade  el  cromógeno DAB 
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durante 10 minutos. La DAB genera un color marrón en el lugar en que está presente el antígeno 
diana  reconocido  por  el  anticuerpo  primario.  Las  preparaciones  se  lavan  con  abundante  agua 
corriente  y  se  contrastan  ligeramente  sumergiéndolas  en  hematoxilina  unos  segundos, 
aclarándolas con agua corriente, para que los núcleos aparezcan teñidos de color azul. 
Por último, los cortes se deshidratan mediante alcoholes de concentración creciente, 70º, 
80º,  90º  y  100º,  sobre  los  que  se  deposita  un  cubreobjetos mediante  un medio  de montaje 
(Tissue‐Tek) para que puedan observarse en un microscopio óptico. 
 
 Anión superóxido: 
Se  estudió  el  radical  libre  anión  superóxido  en  diferentes momentos  dependiendo  del 
modelo experimental. 
Procesamiento de las muestras 
Una vez tomadas las muestras renales (N=5 por grupo), son introducidas, para su lavado, 
en el tampón de homogeneizado [fosfato potásico monobásico 0,05M y EDTA 1mM, solución a la 
que  añadimos  colato  sódico  al  0,25%  (1+19);  pH  7,8],  a  una  temperatura  entre  0  y  4º  C  para 
minimizar los procesos oxidativos. Posteriormente son pesadas y homogeneizadas con el tampón 
anteriormente  descrito,  según  la  proporción  (1/10,  Peso/Volumen).  El  homogeneizado  se 
centrifugó a 100.000 g durante 60 minutos, a una temperatura de 4ºC. La fracción soluble que se 
obtuvo se dividió en alícuotas y se congeló a ‐80º C hasta el momento de su estudio. 
 
Técnica de determinación del ritmo de producción del Anión Superóxido 
La técnica que es modificación de  la descrita por Forman y Boveris448 para mitocondrias, 
se basa en  la reducción del citocromo C por el radical O2‐. Esta reducción del citocromo C no es, 
naturalmente, específica para el radical superóxido. Esta especificidad es conferida por el uso de 
superóxido dismutasa (SOD), para  lo cual el radical superóxido es el único sustrato conocido. De 
acuerdo con esto, el ensayo se realiza con y sin SOD, y únicamente  la reducción del citocromo C 
inhibida por SOD  se usa para calcular  la producción de ASO. Esta  reducción del citocromo C  se 
sigue espectrofotométricamente a 550 nm de . Precisamos los siguientes reactivos: 
1.‐ Tampón fosfato‐potásico 0,1 M+0,1 mM EDTA ; pH 7,8. 
2.‐ Citocromo C 75 M. 
3.‐ SOD (aproximadamente 240 U). 
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La  lectura espectrofotométrica se realizó a 550 nm de ; pH 7,8 y temperatura de 25º C 
durante 1 min con intervalos cada 6 seg, en cubetas de 1ml, con un paso de luz de 1cm. Nuestros 
resultados se expresaron en nmol de O2‐∙/mg prot/min. El incremento de unidades de absorbancia 
en la mezcla de la reacción se convierte en nmol de ASO con el coeficiente de extinción molar: 
E550/21,0 x 103M‐lcm‐1 
Esta conversión depende del supuesto de que el citocromo C en  la cubeta de referencia 
está totalmente oxidado y, por tanto, de que el incremento de absorbancia observada representa 
únicamente  la  absorbancia  del  producto  reducido  (  absorbancia:  reducido‐oxidado).  Tras  el 
establecimiento de las condiciones óptimas, exponemos a continuación el esquema de desarrollo 
del experimento. En la cubeta de muestra se añadieron 100 l de citocromo C (75 M), 20 l de 
SOD  (aproximadamente 264 U) y 25 l de muestra. La diferencia de volumen hasta 1.000 l se 
completó con tampón fosfato potásico + EDTA. En la cubeta de referencia se sustituyó el volumen 
de tejido por uno equivalente de tampón. Se registró la lectura a 550 nm de  en 2 fases: 
1º.‐ Reducción del citocromo C inespecífica: sin SOD. 
2º.‐ Reducción del citocromo C independiente del superóxido: con SOD. 
La pendiente máxima se registró en el primer minuto. La temperatura fue de 25º C y pH 
de 7,8. 
 
 Infiltración Neutrofílica. Mieloperoxidasa: 
Se estudió  la actividad de  la mieloperoxidasa en diferentes momentos dependiendo del 
modelo experimental. 
La presencia de mieloperoxidasa, una enzima específica de los neutrófilos utilizada como 
índice para valorar  la  infiltración neutrofílica en el  riñón,  fue analizada en  las muestras  renales 
(N=5 por grupo) mediante el método de Bradley449 modificado por Mullane450. Una vez obtenidas 
las muestras  son pesadas entre hielo y  congeladas en nitrógeno  líquido  siendo posteriormente 
almacenadas a ‐80º C hasta su determinación. Posteriormente las muestras son homogeneizadas 
en  una  solución  compuesta  por  un  tampón  de  fosfato  potásico  50  mM  con  0,5%  de 
hexadecyltrimethylammonium bromide y 0,146% de EDTA a un pH de 6,0 y en la proporción de un 
gramo de tejido por 10 ml de solución de homogeneizado. A continuación son homogeneizadas y 
sometidas a un proceso de sonicación entre hielo 10 veces y cinco segundos cada vez, para de 
esta  forma  romper  las  células, entre ellas  los neutrófilos  y dejar  la mieloperoxidasa  libre en  la 
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solución.  Este homogeneizado  es  centrifugado durante 30 minutos  a 15.000  g manteniendo  la 
temperatura  en  el  interior  de  la  centrífuga  entre  3  y  4º  C.  El  sobrenadante  fue  decantado  e 
incubado durante 2 horas a 50º C para eliminar otro tipo de peroxidasas y otros compuestos que 
interfiriesen  en  la  determinación  de  la mieloperoxidasa.  Se  prepara  el  tampón  para  el  ensayo 
compuesto  por  tampón  de  fosfato  potásico  50  mM  con  0,167  mg/ml  de  O‐dianisodine 
dihydrochloride  y  0,005%  de  peróxido  de  hidrógeno  a  un  pH  de  6,0.  Contra  un  blanco  con  el 
tampón de ensayo se  realizó  la curva estándar con cantidades conocidas de MPO a 460 nm de 
longitud de onda  () y a 25º C. Se define  la unidad  (U) de actividad de  la mieloperoxidasa a  la 
cantidad de enzima que degrada 1 mol de H2O2 / minuto a 25º C. 
 
 Técnica de Elisa: 
Obtención de las muestras 
Utilizamos  muestras  sanguíneas  (N=5  por  grupo)  no  hemolizadas.  Inmediatamente 
después  de  su  extracción,  fueron  centrifugadas  extraído  el  suero,  dividido  en  alícuotas  y 
congeladas a ‐80ºC.  
Principios del ensayo 
Es  un  kit  ELISA  que  emplea múltiples  anticuerpos  con  el  principio  de  “sándwich”.  En 
primer lugar se utilizó un plato con 96 pocillos con un anticuerpo monoclonal anti‐citocina (TNF‐, 
IL‐1, INF‐, IL‐6 e IL‐10) adherido en cada uno de ellos para capturar el presente en las muestras 
y estándares que se añadieron por duplicado en cada uno de  los pocillos  junto con  los blancos 
correspondientes. Después de  lavar el plato para eliminar el material no adherido se añadió una 
peroxidasa conjugada policlonal anti‐citocina. A continuación el plato  fue  lavado de nuevo para 
eliminar el material no adherido y se agregó  la solución sustrato que  inició  la catalización de  la 
peroxidasa. El cambio de color se detuvo por acidificación. 
Preparación de la placa y procedimiento del ensayo 
Diluimos  el  Capture  Antibody  en  PBS  en  la  concentración  necesaria  para  trabajar. 
Inmediatamente cubrimos una placa de 96 pocillos con 100 µl por pocillo de Capture Antibody 
diluído. Tapamos  la placa e  incubamos  toda  la noche  a Tª  ambiente. Aspiramos  cada pocillo  y 
lavamos con Wash Buffer,  repitiendo el proceso 2 veces con un  total de  tres  lavados. Lavamos 
bien el pocillo con 400 µl de Wash Buffer con un dispensador múltiple. Eliminar bien el líquido en 
cada paso es esencial para un buen  resultado. Después del último  lavado eliminamos bien  los 
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restos de Wash Buffer, mediante aspiración o volcando la placa en papel secante. Añadimos 300 
µl de Reagent Diluent a cada pocillo. Incubamos a Tª ambiente durante un mínimo de una hora. 
Repetimos el paso aspiración/lavado como en el paso 2, y  las placas están  listas para añadir  la 
muestra.  Añadimos  100  µl  de  muestra  o  Standards  en  Reagent  Diluent  o  en  un  diluyente 
apropiado    por  pocillo.  Cubrimos  con  una  tira  adhesiva  e  incubar  2  horas  a  Tª  ambiente. 
Repetimos la aspiración/lavado como en el paso 2 de la preparación de la placa. Añadimos  100 µl 
de  la Detection Antibody, diluído en Reagent Diluent, por pocillo. Cubrimos con una nueva  tira 
adhesiva e incubamos 2 horas a Tª ambiente. Repetir la aspiración/lavado como en el paso 2 de la 
preparación de la placa. Añadimos 100 µl de la dilución para trabajar de Streptavidin‐HRP a cada 
pocillo. Cubrir  la placa e  incubar durante 20 minutos   a Tª ambiente. Proteger  la placa de  la  luz 
directa. Repetir  la aspiración/lavado como en el paso 2 de  la preparación de  la placa. Añadimos  
100  µl  de  Substrate  Solution  a  cada  pocillo.  Incubamos  durante  20 minutos    a  Tª  ambiente. 
Proteger la placa de la luz directa. Añadir 50 µl de Stop Solution a cada pocillo, suavemente mover 
la  placa  con  mucho  cuidado  para  que  se  mezcle  bien.  Determinar  la  densidad  óptica.  La 
absorbancia  fue  medida  a  450  nm    siendo  los  resultados  obtenidos  proporcionales  a  las 
cantidades de citocina de las muestras, las cuales fueron calculadas por interpolación con la curva 
estándar. 
Factor de necrosis  tumoral‐  (TNF‐):  kit  comercial DuoSet ELISA Development  System 
rat TNF‐/TNFSF1A, R&D SYSTEMS. 
Interleucina‐1 (IL‐1): kit comercial DuoSet ELISA Development System rat  IL‐1β/IL‐1F2, 
R&D SYSTEMS. 
Interferón‐  (INF‐):  kit  comercial  DuoSet  ELISA  Development  System  rat  IFN‐,  R&D 
SYSTEMS. 
Interleucina‐6  (IL‐6):  kit  comercial  DuoSet  ELISA  Development  System  rat  IL‐6,  R&D 
SYSTEMS. 
Interleucina‐10  (IL‐10):  kit  comercial DuoSet  ELISA Development  System  rat  IL‐10, R&D 
SYSTEMS. 
 
 Técnica de estudio de la expresión de proteínas por Western blot 
Se  evaluaron  las  variables  descritas  en  diferentes momentos  dependiendo  del modelo 
experimental.  
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Extracción de proteínas de tejido renal para western blot: 
De  los  riñones  recogidos aproximadamente 1/4 del  riñón  se  congeló  instantáneamente 
introduciéndolo en nitrógeno líquido, conservándolo en tubos de criocongelación a ‐80ºC. 
Posteriormente, la muestra congelada se trocea y se toman aproximadamente 100 mg de 
tejido, a los que se añaden 1000 L de tampón de lisis, para la homogenización. 
Tampón  de  lisis  conteniendo  magnesio:  MLB  (Magnesium‐containing  Lysis  Buffer)  5X 
(Upstate Biotechnology #20‐168) 
Preparar el tampón de lisis MLB en hielo: MLB 5x (μL), Agua ultrapura (μL), NaCl 150 mM, 
glicerol 10%, NaF 25 mM, Na2VO4 1 mM, PMSF 100 mM,  leupeptina 10 μg/mL, y aproteinina 10 
μg/ml. 
Se  procedió  a  la  homogenización  de  las muestras  a  4ºC,  se mantuvieron  entre  30‐60 
minutos en hielo y a continuación, el lisado tisular, se centrifugó durante 25 minutos a 12000 g y a 
4ºC. Después  de  la  centrifugación  se  recogió  el  sobrenadante  y  se  congeló  a  –  80ºC  hasta  el 
momento de su utilización, una alícuota se utilizó para  la determinación de  la concentración de 
proteínas. 
Determinación de la concentración de proteínas 
Para la determinación de proteínas se utilizó el kit Bio‐Rad DC Protein Assay. Esta es una 
técnica  colorimétrica de determinación de proteínas basada en  el método de  Lowry  (1951).  El 
ensayo consta de dos pasos, primero  las proteínas  reaccionan con cobre en un medio alcalino, 
solución  alcalina  de  cobre  y  tartrato,  y  después  las  proteínas  tratadas  con  cobre  reducen  el 
reactivo  de  Folin  (ácido  fosfomolíbdico‐fosfotúngstico)  dando  una  reacción  coloreada  azul  con 
pico máximo de absorbancia a 750 nm. 
Para  la  cuantificación  de  las  proteínas  tisulares,  las muestras  fueron  diluidas  (1:20)  en 
tampón de  lisis y se utilizó un kit de Bio‐Rad, basado en el método de Lowry. 451 La reacción se 
llevó  a  cabo  en  placas  de  96  pocillos  (Microtest  TM  96,  Becton  Dickinson  Labware,  NJ,  USA) 
utilizando 5 L tanto para las muestras como para la recta patrón. El ensayo consta de dos pasos, 
primero  las proteínas  reaccionan  con  cobre en un medio  alcalino,  solución  alcalina de  cobre  y 
tartrato,  y  después  las  proteínas  tratadas  con  cobre  reducen  el  reactivo  de  Folin  (ácido 
fosfomolíbdico‐fosfotúngstico)  dando  una  reacción  coloreada  azul  con  pico  máximo  de 
absorbancia a 750 nm. 
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Cada una de  las medidas se realizó por triplicado. Se elaboró previamente una curva de 
calibrado  a  partir  de  soluciones  patrón  de  concentración  conocida  de  BSA.  A  continuación  se 
añadieron 25 L del reactivo A (suplementado con 20 L del reactivo S por cada mL reactivo A, ya 
que las muestras contenían detergente: IGEPAL CA‐630), posteriormente se añadieron 200 L del 
reactivo B.  La mezcla  se  incubó  al menos  15 minutos  y  se midió  la  absorbancia  a  750  nm.  La 
concentración  proteica  de  las muestras  se  obtiene  a  partir  de  los  datos  de  absorbancia  por 
extrapolación en una  recta patrón obtenida a partir de concentraciones conocidas de albúmina 
bovina sérica, en un rango entre 0,2 mg/mL y 1,6 mg/mL. Esta recta patrón se realiza cada vez que 
mide un grupo de muestras. 
 
Extracción de proteínas del plasma para western blot 
Del plasma recogido y congelado le eliminamos la albumina en el momento que lo vamos 
a  utilizar,  usamos  un  kit  denominado  Qproteome  Murine  Albumin  Depletion  kit  (Qiagen). 
Diluimos  25  µl  del  plasma  en  75  µl  de  PBS,  a  continuación  centrifugación  breve  a  500g  de  la 
columna  Qproteome  Depletion  Spin,  equilibramos  la  columna  Spin  con  PBS,  posteriormente 
añadimos  la  muestra  (100  µl)  en  la  columna,  mezclamos  fuertemente  para  obtener  una 
suspensión  homogénea,  incubamos  durante  5  minutos  a  temperatura  ambiente  y  agitación 
constante.  Colocamos  la  columna  Spin  sobre  un  eppendorf,  centrifugo  a  500  g  durante  10 
segundos y recojemos el  líquido que pasa a  través de  la columna,  lavamos  la columna Spin dos 
veces con 100 µl de PBS y recojemos cada fracción de lavado después de haberlo centrifugado a 
500 g durante 10 segundos y el líquido recogido contiene la muestra a la que le hemos eliminado 
la albúmina. 
 
Detección de proteínas por western blot. 
Fundamento 
El  método  de  Western  blotting  se  basa  en  la  separación  de  proteínas  mediante 
electroforesis en  función de  su peso molecular, que, una  vez  separadas,  se pueden  identificar, 
localizar y cuantificar por su capacidad para unirse a anticuerpos específicos. 452 Los anticuerpos 
están acoplados a  sistemas de detección, que permiten  localizar  las proteínas y establecer una 
relación  entre  la  intensidad  de  la  señal  del  sistema  de  detección  y  la  cantidad  relativa  de  la 
proteína  en  las  diferentes  muestras.  El  sistema  de  detección  más  utilizado  es  el 
quimioluminiscente.  En  él,  el  anticuerpo  está  unido  la  enzima  HRP  que,  en  presencia  de  un 
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sustrato  apropiado,  produce  una  reacción  luminiscente.  La  luz  generada  en  la membrana  se 
detecta  mediante  una  cámara  para  capturar  la  imagen  (ImageQuant  RT  ECL  imager,  GE 
Healthcare). La  intensidad de  la señal queda reflejada como mayor o menor área de  impresión, 
que es proporcional a  la cantidad de anticuerpo y, este a su vez, proporcional a  la cantidad de 
proteína.  La  separación  de  las  proteínas  mediante  electroforesis  se  basa  en  el  método  de 
Laemmli. 453 Los geles que permiten la separación electroforética de las proteínas se preparan con 
acrilamida/bisacrilamida al 30% (29,2% acrilamida y 0,8% bisacrilamida). 
 
Electroforesis y transferencia 
En primer lugar se prepara el gel separador o running gel con un porcentaje entre 6‐15% 
de acrilamida, en función del tamaño de la proteína que se quiera identificar. El gel separador se 
deja polimerizar durante 20 minutos. 
Seguidamente se prepara el gel concentrante o stacking gel, que es el que contiene  los 
pocillos para la carga de muestras, con 5% de acrilamida. Dejamos polimerizar 20 minutos. Todos 
los geles para las distintas proteínas se han preparado con un grosor de 1mm. 
Cargamos  150  g/pocillo  de  extracto  proteico  de  cada muestra  de  tejido,  o  25  μl  de 
plasma al que hemos eliminado  la albúmina, mezclándolo con el mismo volumen de tampón de 
carga  Laemmli  (Tris‐HCl  62,5  mM,  pH  6,8;  25%  de  glicerol;  2%  de  SDS  y  0,01%  de  azul  de 
bromofenol) 2X  y el  agente  reductor 2‐mercaptoetanol, previamente desnaturalizado  a 100  ºC 
durante 5 minutos. 
En  estas  condiciones  (desnaturalización  y  reducción),  se  deshicieron  las  interacciones 
entre proteínas con objeto de que cada una migrara aproximadamente a  la altura del marcador 
de peso molecular que  le correspondía por  tamaño, y  su  identificación pudiera beneficiarse de 
este  criterio.Una  vez  polimerizados,  los  geles  se  colocan  en  la  cubeta  de  electroforesis  que 
contiene el  tampón de electroforesis. En  los correspondientes pocillos se cargan  las muestras y 
10L de marcador colorimétrico de pesos moleculares. (Low / Broad range, Bio‐Rad Laboratories, 
CA, USA). 
La  electroforesis  se  lleva  a  cabo mediante  una  fuente  de  alimentación,  con  un  voltaje 
constante de 120V durante 120 minutos  aproximadamente,  tiempo  suficiente para  separar  las 
proteínas, con tampón de electroforesis. 
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Las proteínas  se  transfieren desde el  gel  a una membrana de nitrocelulosa. El  gel está 
orientado hacia el polo negativo, mientras que  la membrana se sitúa en el positivo. La corriente 
generada  entre  los dos  electrodos hace que  las proteínas  se muevan hacia  el polo positivo.La 
transferencia  se  realizó  en  un  Trans‐Blot  Semi‐Dry  transfer  cell  BIO‐RAD  con  solución  de 
transferencia (glicina 190 mM,Tris 20mM pH 8.3),durante 30 minutos, manteniendo el voltaje de 
25 V, que proviene de  la fuente de alimentación, habiendo embebido previamente el material y 
equilibrado  el  gel  y  la membrana  de  nitrocelulosa  (Hybond‐ECL  Amersham  Biosciences)  en  el 
tampón de transferencia durante 15 minutos. 
Una vez  finalizada  la  transferencia,  la membrana  se  lavó con  tampón de  lavado TTBS e 
inmediatamente se incubó con 10 mL de tampón de bloqueo en agitación constante, para evitar 
uniones inespecíficas durante la inmunodetección. 
La  incubación  con  el  anticuerpo  primario,  a  la  dilución  y  temperatura  adecuada  en  el 
tampón  correspondiente  en  agitación  constante,  se  realizó  durante  tiempos  diferentes 
dependiendo de cada proteína. Tras la incubación con el anticuerpo primario se hicieron 4 lavados 
de  5  minutos  con  tampón  de  lavado,  y  posteriormente  se  incubó  la  membrana  con  el 
correspondiente  anticuerpo  secundario,  a  la  dilución  adecuada,  durante  los  tiempos  que 
especificaremos  con  cada  proteína.  Al  terminar  se  hicieron  otros  4  lavados  de  5 minutos  con 
tampón de lavado. 
La detección de  las bandas específicas de  las distintas proteínas se  realizó mediante un 
ensayo de quimioluminiscencia. Para el revelado se utiliza una solución comercial  (AmershamTM 
ECL  Plus Western  Blotting  Detection  System,  GE  Healthcare),  en  una  proporción  de  40:1,  el 
volumen final de reactivo por membrana necesario es de 0.1 ml/cm2, se pone en contacto con la 
membrana durante 5 minutos, en agitación constante a Tª ambiente y a continuación se desechó 
la  solución de  revelado. Seguidamente  se colocó  la membrana en una cámara para capturar  la 
imagen (ImageQuant RT ECL imager, GE Healthcare). 
Una vez capturada  la  imagen es cuantificada  la densidad óptica de  las bandas obtenidas 
con el programa (ImageQuant TL software). 
Después de cada determinación, se realizó un “stripping” con una solución comercial (Re‐
Blot  Plus  Strong  Antibody  Stripping  Solution,  Chemicon  International,  CA,  USA),  para 
posteriormente rehibridar con el anticuerpo anti‐α‐tubulina, que se utilizó como control de carga. 
(Tabla IX) 
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Tabla IX.‐ Metodología del Western blot. 
Proteína  Carga  Bloqueo  Anticuerpo primario Anticuerpo secundario 
STAT3 
Cell Signaling #9132 
Pm:79,86kDa/Gel:8% 
150g  TTBS, 
3%BSA, 
overnight, 4ºC 
Rabbit policlonal 1:1000 
(TTBS, 3%BSA) 
1h+30´, agitación 
constante, RT 
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074), 
1:2000(TTBS 3%BSA), 1h, agitación constante, 
RT 
pSTAT3(p‐Y705) 
Cell Signaling #9145 
Pm:79,86kDa/Gel:8% 
150g  TTBS, 
3%BSA, 
Overnight, 
4ºC 
Rabbit monoclonal 
1:1000 (TTBS,3%BSA) 
1h+30´, agitación  
constante, RT 
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074), 
1:2000(TTBS 3%BSA),1h, agitación constante, 
RT 
pNF‐B p65 
Cell Signaling #3031 
Pm:65kDa/Gel:12% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 1h, 
RT 
Rabbit policlonal 
1:1000(TTBS 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC  
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante, RT 
IB‐α 
Cell Signaling #9242 
Pm:39kDa/Gel:15% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 1h, 
RT 
Rabbit policlonal 
1:1000(TTBS 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC  
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante, RT 
NF‐B p65 
Cell Signaling #3034 
Pm:65kDa/Gel:12% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 1h, 
RT 
Rabbit policlonal 
1:1000(TTBS 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC  
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante, RT 
PECAM‐1 
Santa Cruz Biotechnology, 
INC. sc‐46694, 
Pm: 130KDa/Gel: 8% 
150g  TTBS, 
3%BSA,  
3‐6h, RT 
Mouse monoclonal 1:500 
(TTBS, 3%BSA)  overnight, 
agitación constante, 4ºC  
Anti‐mouse (Cell Signaling #7076),1:2000  
(TTBS, 3%BSA) 30´,agitación constante, RT 
VCAM‐1 
Santa Cruz Biotechnology, 
INC. sc‐1504), 
Pm: 90‐132Kda/Gel: 10% 
150g  TTBS, 
3% BSA, 
6h, RT 
Goat policlonal 1:1000 
(TTBS, 3%BSA), 
overnight,  agitación 
constante, 4ºC 
Donkey‐anti‐goat(SantaCruzBiotechnology, 
#2020),1:5000(TTBS,3%BSA), 30´, agitación 
constante, RT 
ICAM‐1 
Santa Cruz Biotechnology, 
#1511 
Pm: 85‐110KDa/Gel: 10% 
150g  TTBS 3%BSA,
3h, RT 
Goat policlonal 1:500 
(TTBS, 3%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Donkey‐anti‐goat(SantaCruzBiotechnology
#2020),1:5000(TTBS,3%BSA),30´ agitación 
constante, RT 
P‐selectina 
Santa Cruz Biotechnology, 
#6941, 
Pm: 140Kda/Gel: 8% 
150g  TTBS, 5%BSA, 
2h, RT 
Goat policlonal, 1:200 
(TTBS, 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Donkey‐anti‐goat(SantaCruzBiotechnology 
#2020),1:2000(TTBS,5%BSA),30´, agitación 
constante, RT 
iNOS/NOS II 
Cell Signaling #2977 
Pm:130kDa/Gel:8% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 2h, 
RT 
Rabbit policlonal, 1:1000 
(TTBS, 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante,RT 
Caspasa‐3 
Cell Signaling #9665 
Pm: 17,19Kda/Gel: 8% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 2h 
RT 
Rabbit monoclonal, 
1:1000 (TTBS, 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante, RT 
Cardiotrophin‐1 
R&D systems #MAB438 
Pm: 24Kda/Gel: 15% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 2h 
RT 
Rat monoclonal, 2µg/mL 
(TTBS, 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Anti‐rat (Cell Signaling #7077),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante, RT 
Anti‐His 
GE Healthcare #27‐4710‐
01 
Pm:26kDa/Gel:15% 
150g  TTBS, 
10%Leche, 1‐
16h, RT 
Mouse monoclonal, 
1:3000 (TTBS, 10%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Anti‐mouse 1:10000 (TTBS 5%Leche) 1h 
agitación constante, RT 
GP130 
Cell Signaling #3732 
Pm: 130Kda/Gel: 8% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 2h 
RT 
Rabbit policlonal, 1:1000 
(TTBS, 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante, RT 
SOCS3 
Cell Signaling #2923 
Pm: 26Kda/Gel: 15% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 2h 
RT 
Rabbit policlonal, 1:1000 
(TTBS, 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante, RT 
α‐tubulin 
Cell Signaling #2144 
Pm: 52Kda/Gel: 8% 
150g  TTBS, 
5%Leche, 2h 
RT 
Rabbit policlonal, 1:1000 
(TTBS, 5%BSA), 
overnight, agitación 
constante, 4ºC 
Anti‐rabbit (Cell Signaling #7074),1:2000 (TTBS, 
5%Leche), 1h, agitación constante, RT 
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 Técnica de estudio de la expresión de genes por RT‐PCR. 
Fundamento. 
La RT‐PCR es una técnica semicuantitativa que permite determinar la expresión de genes 
determinados  mediante  transcripción  inversa  (RT,  acrónimo  del  término  inglés  reverse 
transcription)  del  ácido  ribonucleico  mensajero  (ARNm)  celular  al  ácido  desoxirribonucleico 
complementario (ADNc), y posterior amplificación de una determinada región de éste mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction) 
con cebadores específicos454. De esta manera, se consigue obtener rápidamente una cantidad de 
material  biológico  observable  (ADNc)  a  partir  de  cantidades  muy  pequeñas.  La  presencia  o 
ausencia, o la mayor o menor cantidad del ARNm de un determinado gen se corresponde con una 
mayor  o menor  expresión,  que  se  determina  por  una mayor  o menor  cantidad  de  su  ADNc 
amplificado por la PCR. En este trabajo se utilizó la técnica de la RT‐PCR para estudiar la expresión 
de genes que codifican ciertas proteínas, como la CT‐1, gp130 y SOCS‐3. 
Extracción del ácido ribonucleico (ARN) total. 
La  extracción  del  ARN  del  tejido  renal  se  efectuó  utilizando  el  reactivo  comercial 
TriReagent (Molecular Research Center Inc.), basada en el método desnaturalizante del tiocianato 
de guanidinio y la extracción con fenol/cloroformo455,456, que combina el tiocianato de guanidinio 
y  el  fenol  en  una  solución monofásica  para  facilitar  la  inhibición  efectiva  e  inmediata  de  las 
ARNasas. Este proceso se realizó en varias fases: 
- Lisado del tejido. La muestra de riñón congelada se trocea y se toman aproximadamente 
100 mg de tejido, a los que se añaden 1000 L de TriReagent, para la homogenización. La 
mezcla  se  incubó  durante  5  minutos  para  permitir  la  completa  disociación  de  los 
complejos de nucleoproteínas. 
- Separación.  A  continuación,  se  añadieron  200  L  de  cloroformo.  La  mezcla  se  agitó 
vigorosamente y se dejó reposar 15 minutos. Posteriormente se centrifugó a 12.000 g a 4 
°C,  durante  15 minutos.  Se  obtuvieron  3  fases:  una  fase  orgánica  roja  (inferior),  una 
interfase  blanquecina  y  una  fase  acuosa  incolora  (superior).  El  ARN  queda  en  la  fase 
acuosa  superior,  mientras  que  las  proteínas  quedan  en  la  inferior  y  el  ácido 
desoxiribonucleico (ADN) queda retenido a la interfase. 
- Precipitación. Se recogió  la fase acuosa y se precipitó el ARN con 500 L de  isopropanol 
durante 10 minutos a temperatura ambiente o durante varias horas a ‐20°C o a ‐80°C. Se 
centrifugó a 12.000 g a 4°C durante 10 minutos. 
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- Lavado. Se desechó el sobrenadante, y el ARN precipitado se lavó con 1000 μL de etanol 
al 70%. Acto seguido se centrifugó todo a 12000 g a 4°C durante 15 minutos. 
- Solubilización. Se retiró el etanol, se disolvió el precipitado en 100‐150 µL (dependiendo 
del tamaño del precipitado) de H2O DEPC (agua con dietil pirocarbonato – un inhibidor de 
ARNasas‐, D‐5758, Sigma, al 0.1% v/v), y se incubó a 65° C durante 10 minutos en un baño 
húmedo con temperatura regulable, para asegurar la completa disolución del ARN. 
- Almacenamiento  de  muestras  de  ARN.  Dada  la  naturaleza  perecedera  del  ARN,  las 
muestras se congelaron a –80 °C. 
Medida de la concentración del ARN. 
Se realizó una dilución 1:10 en H2O DEPC con una fracción (10 µL) de  la solución de ARN 
obtenida para evitar errores derivados de manipular volúmenes muy pequeños. La concentración 
de  ARN  se  determinó  por  espectrofotometría  utilizando  el  aparato  NANODROP‐1000 
Spectrophotometer (Technologies, US). Éste basa su determinación en  la medida de  la densidad 
óptica teniendo en cuenta que una unidad de absorbancia a 260nm equivale a 40 g/mL de ARN. 
Se  aseguró  la  ausencia  de  elevada  contaminación  proteica,  considerando  que  la  relación 
adecuada  entre  las  absorbancias  a  260nm/280nm  y  260nm/230nm  estaba  comprendida  entre 
1.6‐1.9 y 1,8‐2,2 respectivamente. 
Retrotranscripción (ARNm ADNc). 
En este paso se sintetiza el ADN complementario del ARNm  (que es una pequeña parte 
del ARN  total  extraído).  Esto  se  consigue mediante  un  cebador  complementario  de  la  cola  de 
poliadenina  (poli‐A) que contiene el ARNm en el extremo 3’ y que está ausente en el  resto del 
ARN celular. Esta secuencia complementaria es la polidesoxitimina (poli‐dT). 
2 μg de ARN de cada muestra se  llevaron a un volumen final de 27,5 μL utilizando agua 
DEPC y se incubaron a 65°C durante 3 minutos ‐para que el ARN se desnaturalizara a su estructura 
primaria‐ e inmediatamente se pasaron a hielo. Seguidamente se añadió a cada muestra de ARN 
un  volumen  de  la  premezcla  de  reacción  de  12,5  μL  que  contenía:  2  μl  de  dNTPs  (mezcla 
equimolar  de  desoxinucleótidostrifosfato  –dATP,  dCTP,  dGTP  y  dTTP‐  10  mM,  Appiled 
Biosystems), 8  μL de  tampón “M‐MLV 5x”  (proporcionado por el  fabricante, Promega), 1  μL de 
oligo‐dT  (1  μg/μL,  Isogen;  oligonucleótido  formado  por  16  desoxitiminas  que  permite 
“retrotranscribir” únicamente el ARNm), 0,5 μL del  inhibidor de ARNsas “RNAsin” (Promega) y 1 
µL de  la enzima retrotranscriptasa (RT M‐MLV, Promega). Finalmente se  llevó a cabo  la reacción 
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de retrotranscripción a 42°C durante 90 minutos en un termociclador (MyCycler, BioRad). Una vez 
obtenido el ADNc correspondiente a cada muestra se almacenó a –20°C. 
 
Determinación de la concentración de ADNc. 
Se realizó una dilución 1:10 en H2O mQ estéril con una fracción (10 µL) de la solución de 
ADNc  obtenida.  La  concentración  de  ADNc  se  determinó  por  espectrofotometría  utilizando  el 
aparato NANODROP‐1000 Spectrophotometer (Technologies, US). Éste basa su determinación en 
la medida de  la densidad óptica  teniendo en  cuenta que una unidad de  absorbancia  a 260nm 
equivale a 50g/mL de ADNc. Se aseguró  la ausencia de excesiva  contaminación proteica o de 
fenol u otros contaminantes, considerando que la relación adecuada entre las absorbancias a 260 
nm/280nm y 260nm/230nm estaba comprendida entre 1.6‐1.9 y 1,8‐2,2  respectivamente. 
PCR (amplificación de secuencias específicas de ADNc). 
Igualamos  todas  las concentraciones de ADNc a  la más pequeña de  las obtenidas en el 
paso anterior (7.3.5) en un volumen final de 23µL con agua mQ estéril. A cada muestra de ADNc 
(10 µL) se añadieron 27μL de la premezcla de reacción formada por los siguientes componentes: 
25μL de la enzima GoTaq® Green Master Mix (Promega) que ya incluye los dNTPS, el tampón de 
reacción con Mg y la enzima, 1µL de oligonucleótido 3´ (cebador directo) y 1µL de oligonucleótido 
5´ (cebador inverso) (que estaban en un concentración de 100ng/μL) de las secuencias específicas 
de los genes que se deseaba amplificar (Tabla X). 
Las  muestras  se  incubaron  en  un  termociclador  (MyCycler,  BioRad).  Se  seleccionó  el 
programa adecuado para cada par de oligonucleótidos añadidos (Figura 54). Todos los programas 
utilizados  tenían en  común:  (i) una primera  fase de desnaturalización del ADNc utilizado  como 
molde  (95°C  durante  5minutos),  única  en  todo  el  proceso;  (ii)  una  segunda  fase  de 
desnaturalización con la que comienza cada ciclo de amplificación (95°C durante 1minuto); (iii) la 
fase de hibridación de los oligonucleótidos a una determinada temperatura específica de cada par 
de oligonucleótidos (Tm, Tabla X), durante 1minuto); (iv) una fase de extensión de la hebra por la 
Taq polimerasa (a 72 °C durante 1minuto); y (v) una última fase de extensión final que permitía a 
la enzima  sintetizar  las hebras  inacabadas  (72°C durante 5minutos).  Las  fases de  la  ii a  la  iv  se 
repitieron  un  cierto  número  de  ciclos  (Tabla  X)  específico  de  cada  amplificación,  después  de 
completar la fase i y antes de entrar en la fase v. Lo que varió entre unos programas y otros fue la 
Tm y el número de ciclos que se repetían las fases ii a la iv (Tabla X). 
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Figura 54.‐ Esquema de las fases de la amplificación por PCR. 
 
 
Tabla X.‐ Oligonucleótidos utilizados. Tm y ciclos de amplificación de cada uno de los genes estudiados. 
Todos se pidieron a la casa comercial Invitrogen y fueron reconstituídos en TE (Tris pH=8 10 mM, EDTA 1 
mM) autoclavado y filtrado a una concentración de 1 µg/µL. 
 
OLIGONUCLEÓTIDOS  SECUENCIAS  Tm (°C)  CICLOS 
18S ARNr  Directo: 5´‐TAG AGC TAA TAC ATG CCG ACG‐3´  56  30 
Inverso: 5´‐TTA ATC ATG GCC TCA GTT CCG‐ 3´ 
CT‐1  Directo: 5´‐TCT ATG GCG AGT GGG TGA GC‐3´  55  35 
Inverso: 5´‐AGC AAG CAA GCA AAG AAA GA‐3´ 
SOCS‐3  Directo: 5´‐CCT TTG AGG TTC AGG AGC AG‐3´  61,5  35 
Inverso: 5´‐GGC TGG ATT TTT GTG CTT GT‐3´ 
gp130  Directo: 5´‐CAT CAA CAG AAC GGC ATC CAG‐3´ 53  35 
Inverso: 5´‐TCA CTT TAT CCA CGG GGT CAA‐3´ 
 
Electroforesis en gel de agarosa. 
Una vez realizada la PCR, se cargaron 20 μL de cada muestra obtenida en los pocillos del 
gel  de  2%  de  agarosa  en  TBE  pH=8,1‐8,3  con  Syber  Safe  (0,1  µg/mL  de  gel  de  agarora)  como 
colorante intercalante, que permitió visualizar el ADNc a la luz ultravioleta. En uno de los pocillos, 
se cargó 1 μL de marcador de pesos moleculares (100bp ladder ADN, Invitrogen). La electroforesis 
se  efectuó  aplicando  al  gel  un  voltaje  constante  de  110  V  en  una  cubeta  llena  de  TBE.  Para 
observar  las bandas a  la  luz ultravioleta y para capturar  la  imagen, se colocaron  los geles en un 
transiluminador (ImageQuant RT ECL imager, GE Healthcare). 
i
(x1)
v
( x nº ciclos)
vi
(x1)
ii
(x1)
95ºC
5 min
95ºC
Tm
4ºC
72ºC 72ºC
iii iv
1 min
5 min
1 min
1 min
∞
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2.4.‐ Estudio estadístico 
 
 
 
Todos  los  valores  en  este  trabajo  han  sido  representados  como  X    DS  (media   
desviación estándar). 
La inferencia estadística de los resultados presentados (valores numéricos procedentes de 
muestras  aleatorias  independientes  obtenidas  de  las  poblaciones  estudiadas)  se  realizó  con  el 
análisis de la varianza de una vía (ANOVA) aplicando los siguientes test estadísticos dependiendo 
del tipo de distribución y de las varianzas: 
 Ante variables Normales con varianzas iguales aplicamos el test de Scheffe 
 Ante  variables  Normales  con  varianzas  distintas  aplicamos  transformaciones 
estabilizadoras de la varianza y posteriormente el test de Scheffe 
 Ante variables de cualquier otra distribución con varianzas  iguales o distintas utilizamos 
métodos no paramétricos: el test Kruskal Wallis 
Para  la  estimación  de  la  función  de  la  supervivencia  en  las  diferentes  poblaciones 
ensayadas 
 Empleamos el método no paramétrico de Kaplan Meier. 
Para  todos  los  estudios  anteriormente  indicados  un  valor  de  p<0,05  se  aceptó  como 
resultado significativo. 
El programa estadístico empleado para  la realización de este trabajo fue NCSS 2000 (Dr. 
Jerry L. Hintze, Utah USA). 
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IV.‐ RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.‐ Fase Control de Dosis para Isquemia/Reperfusión: 
 
 
 
 
1.1.‐ Anión superóxido: 
 
 
 
El  estudio  del  radical  libre  del  oxígeno  anión  superóxido  para  evaluar  la mejor  dosis  a 
emplear  en  el  modelo  de  I/R  demostró  una  ausencia  de  eficacia  en  la  disminución  de  la 
producción del ASO en el grupo CT200 (pNS) (animales tratados con 200µg/Kg de CT‐1), mientras 
que en  los grupos CT400 y CT800 (animales tratados respectivamente con 400µg/Kg y 800µg/Kg 
de CT‐1) se comprobó una disminución significativa (p<0,001) en la disminución de la producción 
de este radical libre (Figura ). 
La  ausencia  de  diferencias  significativas  entre  los  grupos  CT400  y  CT800  (pNS)  y  el  no 
disponer  de  estudios  de  toxicidad,  nos  hizo  tomar  la  decisión  de  emplear  la  dosis  menor, 
400µg/Kg de CT‐1, para la realización del modelo de I/R (Figura 55). 
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 Figura 55 .‐Ritmo de producción del Anión Superóxido (nmol/mg prot/min). 
 
Grupos  Anión Superóxido 
Control  5,20±2,28	
CT200  3,84±1,83 
CT400  0,38±0,58 
CT800  0,24±0,54 
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2.‐ Resultados de la fase Isquemia/Reperfusión: 
 
 
2.1.‐ Supervivencia 
 
La  agresividad  del modelo  experimental  desarrollado  queda  patente  en  la mortalidad 
observada en el Grupo Control  (50% a  los 5 días de postoperatorio). Al comparar  los resultados 
obtenidos en este grupo con el tratado con CT‐1 comprobamos una disminución significativa de la 
mortalidad en este último grupo (50% vs 20%) (p<0,05). 
Por otro lado la valoración de la mortalidad en el grupo Simulado (100% de supervivencia 
a  los  14  días)  no  tuvo  diferencias  significativas  con  el  Grupo  CT‐1  (pNS)  presentándolas 
únicamente con el Grupo Control (p<0,01) (Figura 56). 
 
 Figura 56.‐ Supervivencia tras la reperfusión; expresado en % de animales vivos. 
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2.2.‐ Estudio histológico 
 
 
Los estudios histológicos demuestran que, a las 24 horas de la I/R existe una gran cantidad 
de  túbulos  con vacuolización  citoplásmica  (puntas de  flecha) que  indican una  importante daño 
tubular, y muchos túbulos obstruidos con residuos de restos tubulares (flechas). Estos daños no se 
ven, o son mucho menores, en los túbulos de los animales tratados con CT‐1 (Figuras 57A y 57B) 
A  las 48 horas de  la I/R se observan muchos tubos que han perdido casi completamente 
su  epitelio  y  que  están  parcial  o  totalmente  denudados  (asterisco) mientras  que  este  tipo  de 
túbulos son raros en los riñones de los animales tratados con CT1. (Figuras 57C y 57D ). También 
se observa en  los  riñones de animales  con  I/R  sin  tratamiento  zonas de abundante  infiltración 
neutrofílica (puntas de flecha Figuras 57A y 57B) que apenas se observan en los animales tratados 
con CT‐1 (Figuras 57C y 57D). 
 
       Figura 57A : Grupo Control 24h.            Figura 57B: Grupo CT‐1 24h. 
        Figura 57C: Grupo Control 48h.            Figura 57D: Grupo CT‐1 48h. 
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2.3.‐ Función renal 
 
 
2.3.1.‐ Creatinina plasmática 
 
 
En este estudio, realizado hasta  los 14 días de postoperatorio, observamos un aumento 
de los niveles de creatinina plasmática en los animales que sufrieron isquemia renal, mientras que 
los valores de creatinina plasmática en el Grupo CT‐1 se mantenían en valores similares a los del 
Grupo con operación simulada (p<0,01) (Figura 58). 
 
 
 
Figura 58.- Concentración de creatinina en plasma (mg/dl) a las 24h postreperfusión. 
 
 
2.3.2.‐ Aclaramiento de creatinina 
 
El aclaramiento de creatinina corrobora los datos obtenidos con la creatinina plasmática: 
en el Grupo Control observamos un  significativo descenso  continuado de este aclaramiento en 
todos los tiempos estudiados (p<0,001), repitiéndose el mismo patrón en el Grupo CT‐1, aunque 
el  descenso  fue  significativamente  menor  al  del  Control  (p<0,01),  el  Grupo  CT‐1  solamente 
presenta diferencias significativas con el Grupo Simulado al día 14 (p<0,05) (Figura 59). 
 
  Sim  C‐24  CT‐24 
Med  0,94  1,48  1,02 
±DS  0,21  0,26  0,23 
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 Figura 59.- Aclaramiento de creatinina en plasma a las a las 24h postreperfusión. 
 
 
 
2.4.‐ Infiltración neutrofílica: Mieloperoxidasa 
 
 
La  I/R conlleva una elevación significativa de  la actividad de  la mieloperoxidasa (MPO) a 
las  24horas  postreperfusión  (p<0,001  del  grupo  control  respecto  al  simulado).  Los  valores  de 
actividad  de  la MPO  en  el  grupo  CT‐1  son  significativamente menores  que  los  del  grupo  I/R 
control (p<0,001) sin presentar diferencias con el grupo Simulado. (Figura 60). 
 
  Sim  C‐24  CT‐24 
Med  2,06  1,78  2,10 
±DS  0,24  0,22  0,25 
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 Figura 60.- Actividad de la mieloperoxidasa (UI/g tejido), a las 24h postreperfusión. 
 
 
 
2.5.‐ Estudio del estrés oxidativo: Anión superóxido 
 
 
La I/R en el grupo control  induce un incremento altamente significativo en la producción 
del anión superóxido con respecto al grupo simulado (p<0,001). Los valores de producción de ASO 
en  el  grupo  CT‐1  son  significativamente  inferiores  (p<0,001)  con  respecto  al  grupo  I/R  control 
pero siguen siendo superiores (p<0,01) a los del grupo Simulado. (Figura 61) 
 
  Sim  C‐24  CT‐24 
Med 15,68 88,88  26,92 
±DS 2,57 10,31  6,19 
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 Figura 61.‐Niveles de Anión Superóxido (nmol/mg prot/min) a las 4 h de reperfusión. 
 
 
 
2.6.‐ Estudio de las Citocinas 
 
 
2.6.1.‐ Factor de Necrosis Tumoral‐ 
 
 
La  I/R  provoca  una  elevación  altamente  significativa  de  los  niveles  de  esta  citocina  en 
sangre con respecto al grupo simulado, mientras que  los valores de TNF‐α en el grupo CT‐1 son 
significativamente  inferiores (p<0,001) a  los del grupo I/R control, pero siguen siendo superiores 
(p<0,05) a los del grupo Simulado. (Figura 62). 
 
  Sim  C‐4  CT‐4 
Med 5,2 131,12  40,72 
±DS 2,28 28,86  17,68 
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 Figura 62.‐ Niveles de TNF‐ (pg/ml) a las 4 h. 
 
 
2.6.2.‐ Interleucina‐1 
 
La I/R provoca una elevación altamente significativa de los niveles de esta citocina en sangre con respecto al 
grupo  simulado  (p<0,001), mientras  que  sus  valores  en  el  grupo  CT‐1  son  significativamente  inferiores 
(p<0,001) a  los del grupo  I/R control, no presentando diferencias  (pNS) el grupo CT‐1 al grupo Simulado. 
(Figura ). 
 
 
Figura .‐ Valores de Interleucina‐1 (pg/ml) a las 4h postreperfusión. 
  Sim  C‐4  CT‐4 
Med 29,4  318,26  84,82 
±DS 4,22  40,55  9,13 
 
  Sim  C‐4  CT‐4 
Med 40,94 254,06  52,42 
±DS 2,34 28,84  7,16 
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2.6.3.‐ Interferón‐ 
 
La  I/R provoca una elevación altamente  significativa del  INF‐γ en  sangre  con  respecto al grupo  simulado 
(p<0,001), mientras que sus valores en el grupo CT‐1 son significativamente  inferiores  (p<0,001) a  los del 
grupo I/R control, no presentando diferencias (pNS) el grupo CT‐1 al grupo Simulado. (Figura ). 
 
 
Figura 36.‐ INF‐ (pg/ml) a las 4 h postreperfusión. 
 
 
2.6.4.‐ Interleucina‐6 
 
La IL‐6 no se comporta de forma similar a las anteriores citocinas estudiadas. Los niveles plasmáticos de IL‐6 
a  las 4 horas de  la  reperfusión eran  significativamente menores en el grupo  I/R control que en el grupo 
simulado. En los animales que recibieron CT‐1, los niveles de IL‐6 fueron similares a los del grupo simulado  
y significativamente mayores que os del grupo control (Figura ). 
El mantenimiento de los valores de la IL‐6 en el grupo CT‐1 son significativamente superiores p<0,05 a 
los observados en el grupo Control. (Figura ). 
 
  Sim  C‐4  CT‐4 
Med 51,3 219,05  48,16 
±DS 9,48 64,33  14,50 
 
                                                    Síndrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica en la 
Isquemia/Reperfusión y Trasplante Renal. Efectividad de la Cardiotrofina‐1. 
 
 
Página | 211 
 Figura .‐ IL‐6 (pg/ml) a las 4 h postreperfusión. 
 
 
2.6.5.‐ Interleucina‐10 
 
Observamos que  los animales del grupo  I/R control  tenían unos valores  significativamente  inferiores 
que los del grupo simulado, mientras que en el grupo CT‐1 los valores eran significativamente mayores que 
el grupo I/R control (p<0,001) incluso mayores que los observados en el grupo Simulado (p<0,05). (Figura ) 
 
 Figura .‐ IL‐10 (pg/ml) a las 4 h postreperfusión. 
 
 
 
 
  Sim  C‐4  CT‐4 
Med 93,28  62,96  96,18 
±DS 11,48  9,49  7,47 
 
  Sim  C‐4  CT‐4 
Med  125,4  32,76  212,42
±DS  22,56  10,07  28,94
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2.7.‐ Estudio de las NO sintasas: 
 
2.7.1.‐ iNOS/NOS2 
 
La cantidad de  iNOS se midió a  los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas  tras  la  reperfusión, observándose un 
aumento  significativo  de  la  expresión  de  iNOS  en  los  animales  del  grupo  I/R  control  (p<0,05)  a  los  5 
minutos,  4,  24  y  48  horas  comparados  con  el  grupo  simulado.  Cuando  se  compararon  el  grupo  CT1  y 
Control, se observo que el grupo CT‐1 a los 5 minutos la expresión de iNOS era mayor que en el grupo I/R 
control, mientras que era significativamente menor en el resto de los tiempos estudiados (Figura ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura .‐ A: Western blot representativo de iNOS. B: Intensidad de la banda iNOS. 
 
Los  resultados de  inmunohistoquímica observados  a un aumento de 40X,  apoyan  los  resultados del 
western blot, ya que tanto a las 24 como a las 48 horas, en los animales con I/R que habían recibido CT‐1 la 
intensidad del marcaje de iNOS era menos que en los I/R control. La tinción de iNOS en los animales I/R se 
observa tanto en algunas células glomerulares como en abundantes células tubulares, y tras el tratamiento 
con CT‐1 se ve que disminuye tanto en las células glomerulares como en las tubulares. 
 
Tubulina
iNOS
Control
5min 4h    24h   48h  
CT-1
Sim 5min    4h     24h   48h  
  Sim  C‐0  C‐4 C‐24  C‐48  CT‐0  CT‐4 CT‐24 CT‐48
Med  0,00  0,24  0,92  2,23  1,94  1,58  0,32 0,35 0,03
±DS  0,00  0,22  0,27  0,11  0,19  0,20  0,26  0,16  0,05 
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      Control 24h              Control 48h 
      CT1 24h               CT1 48h 
 
Figura .‐ Inmunohistoquímica para iNOS 
 
2.7.2.‐ eNOS/NOS3 
 
Los resultados de la inmunohistoquímica observados a un aumento de 40X, demuestran que tanto a las 
24 como a las 48 horas, en los animales con I/R que habían recibido CT‐1 la intensidad del marcaje de eNOS 
era igual que en los I/R control tanto en capilares peritubulares como capilares glomerulares. Sin embargo, 
en las tratadas con CT‐1 se observa una menor congestión medular. 
 
     Control 24h            Control 48h 
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     CT1 24h              CT1 48h 
 
Figura .‐ Inmunohistoquímica para eNOS 
 
 
2.8.‐ Estudio de la interacción leucocito‐endotelio: 
 
2.8.1.‐ P‐selectina 
La  expresión  de  P‐selectina,  estudiada  a  las  4  horas  tras  la  reperfusión  estaba  significativamente 
elevada (p<0,001) en el Grupo Control con respecto al Simulado. Los niveles de P‐selectina en el grupo CT‐1 
son  significativamente  inferiores  que  el  grupo  control  (p<0,001)  pero  siguen  siendo  significativamente 
superiores (p<0,001) con respecto al grupo Simulado. (Figura ) 
 
  
 Figura .‐ Intensidad de la banda P‐selectina a las 4h postreperfusión. 
Control 4 horas CT-1 4 horas
Tubulina
P-selectina
Sim
  Sim  C‐4  CT‐4 
Med  0,00  0,63  0,24 
±DS  0,00  0,06  0,04 
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2.8.2.‐ ICAM‐1 
 
La  expresión  de  ICAM‐1,  evaluada  a  las  24  horas  de  la  I/R,  se  observa  significativamente  elevada 
(p<0,001)  en  el  Grupo  Control  con  respecto  al  Simulado.  Los  niveles  de  ICAM‐1  en  el  grupo  CT‐1  son 
significativamente  inferiores  respecto  al  grupo  control  (p<0,05)  pero  siguen  siendo  superiores  (p<0,05) 
respecto al grupo Simulado. (Figura). 
 
 
 
 
 
 
  
 Figura .‐ Intensidad de la banda ICAM‐1 a las 24h postreperfusión. 
 
 
2.8.3.‐ VCAM‐1 
 
La  expresión de VCAM‐1,  estudiada  también  a  las 24 horas,  se  encontró  significativamente  elevada 
(p<0,001)  en  el Grupo Control  con  respecto  al  Simulado.  Los niveles de VCAM‐1  en  el  grupo CT‐1  eran 
significativamente inferiores que los del grupo I/R control (p<0,001) sin presentar diferencias con el grupo 
Simulado. (Figura). 
 
 
ICAM-1
Tubulina
Control 24 horas CT-1 24 horas Sim
  Sim  C‐24  CT‐24 
Med  0,0022  0,0272  0,015 
±DS  0,00  0,01  0,00 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda VCAM‐1 a las 24h postreperfusión. 
 
 
2.8.4.‐ PECAM‐1 
 
La  expresión  de  PECAM‐1,  estudiada  a  las  48  horas  de  la  I/R,  tenía  un  perfil  similar  a  la  VCAM‐1, 
encontrándose  significativamente  elevada  (p<0,001)  en  el Grupo  Control  con  respecto  al  Simulado.  Los 
niveles de PECAM‐1 en el grupo CT‐1 eran significativamente inferiores que los del grupo control (p<0,001) 
no presentando diferencias significativas con el grupo Simulado. (Figura) 
 
 
 
 
 
 
 
 
VCAM-1
Tubulina
Control 24 horas CT-1 24 horas Sim
Control 48 horas CT-1 48 horas Sim
PCAM-1
Tubulina
  Sim  C‐24  CT‐24 
Med 0,0104  0,2686  0,0174 
±DS 0,01  0,06  0,00 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda PECAM‐1 a las 48h postreperfusión. 
 
 
2.9.‐ Estudio del factor de trascripción nuclear‐B: 
La activación del factor de trascripción nuclear‐B se hizo mediante el estudio de la fosforilación de Rel 
A (p65) en la Ser536 y por los niveles de IB‐. 
 
2.9.1.‐ Valoración de p65 (Rel A) 
 
Cuando  se  estudió  la  cantidad  total  de  p65  evaluada  a  los  5 minutos,  4,  24  y  48  horas  tras  la  I/R 
observamos un aumento de  la cantidad de p65 en riñones que sufrieron  I/R en comparación con el riñón 
del grupo  simulado y del  riñón contralateral que no  sufría  I/R, diferencias que  se observaba desde  los 5 
minutos tras la I/R. La cantidad de p65 total era significativamente mayor en los animales que recibían CT‐1 
que en los que no la recibían (p<0,05) a las 4 y 24 horas tras la I/R (Figura ) 
 
 
 
 
 
 Tubulina
p65
5min  4h   24h   48h   RD
CT-1
Sim 5min  4h  24h  48h    
Control
IκB-
P-p65 (Ser536)
  Sim  C‐24  CT‐24 
Med 0,0388  1,753  0,2048 
±DS 0,03  0,70  0,15 
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Figura .‐ Intensidad de la banda NF‐B a los 5min, 4, 24 y 48h postreperfusión. 
 
 
2.9.2.‐ Valoración de la fosforilación de p 65 
 
La fosforilación de p65 se evaluó a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas. Observamos a los 5 minutos tras la 
I/R un aumento de la cantidad de p‐p65 en riñones que sufrieron I/R en comparación con el riñón del grupo 
simulado y del riñón contralateral que no sufría I/R (p<0,0001), en los que la cantidad de p‐p65 era mínima. 
A las cuatro y las 24 horas, tras la I/R, en el grupo control se mantenía un nivel alto de p‐p65, mientras este 
era indetectable en el grupo tratado con CT‐1 (p<0,0001), desapareciendo los niveles detectables en ambos 
grupos a las 48 horas (Figura ). 
 
 Figura .‐ Intensidad de la banda p‐p65 a los 5min, 4, 24 y 48 h postreperfusión. 
 
 
 
 
 
 
  Sim  RD  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48 
Med  0,018  0,137  1,292  0,355  0,247  0,192  0,996  1,296  0,939  0,357 
±DS  0,017  0,049  0,380  0,252  0,174  0,107  0,414  0,723  0,446  0,239 
 
  Sim  RD  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48 
Med  0,001  0,001  0,859  0,790  0,322  0,000  0,652  0,000  0,000  0,000 
±DS  0,001  0,003  0,240  0,251  0,162  0,000  0,250  0,000  0,000  0,000 
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2.9.3.‐ Valoración de IB‐ 
 
En el estudio de  la activación de  IB‐, evaluada a  los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas, observamos 
diferencias (p<0,05) en todos los tiempos entre grupo CT1 y Control. Observamos a los 5 minutos tras la I/R 
un aumento de  la cantidad de  IB‐ en riñones que sufrieron  I/R en comparación con el riñón del grupo 
simulado y del riñón contralateral que no sufría I/R, en los que la cantidad de IB‐ era mínima (p<0,05). A 
las cuatro 24 horas y 48 horas ,tras la I/R, en el grupo control se mantenía un nivel alto y creciente de IB‐, 
mientras este era muy bajo en el grupo tratado con CT‐1 (Figura ) 
 
 
Figura .‐ Intensidad de la banda IB‐ a los 5min, 4, 24 y 48h postreperfusión. 
 
 
2.10.‐ Estudio de la expresión de la Cardiotrofina‐1 y de su receptor 
 
2.10.1.‐ Cardiotrofina‐1 total 
El estudio de la cantidad tisular de CT‐1 realizado a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas, demostró que, como 
era de esperar, en los grupos que habían recibido la CT‐1, tanto el riñón isquémico como en el contralateral 
había cantidades muy grandes de esta citocina en  relación con  los animales que no habían  recibido CT‐1 
(Grupos Control y Simulado) (p<0,001). Este aumento se mantenía a las cuatro horas. No había diferencias 
significativas entre el grupo  I/R control y el grupo  I/R CT‐1 ni a  las 24 ni a  las 48 horas tras  la reperfusión 
(Figura )  
 
 
 
CT-1 total
Control CT-1
Sim 5min   4h    24h   48h 5min    4h    24h   48h   RD
Tubulina
  Sim  RD  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48 
Med  0  0  0,110  0,322  1,014  1,247  0,532  0,090  0,149  0 
±DS  0  0  0,106  0,162  0,386  0,504  0,099  0,095  0,069  0 
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda CT‐1 a las 5min, 4, 24 y 48h postreperfusión. 
 
También  estudiamos  la  expresión  del mRNA  de  CT‐1  total mediante  RT‐PCR  semicuantitativa  y  del 
mRNA de 18S para comprobar la igualdad de carga en todas las muestras. El tratamiento con CT‐1 aumentó 
la expresión del mRNA de CT‐1 a  los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas,  los niveles decayeron a  los 14 días. Los 
niveles del mRNA de CT‐1 en el grupo control a los 5 minutos, 4, 24 y 48 horas era menor pero por encima 
de los niveles basales y ya a los 14 días la expresión era igual en el grupo control que en el tratado con CT‐1. 
 
 Figura .‐ Estudio de la expresión por RT‐PCR en el tejido renal de CT‐1.  
 
2.10.2.‐ Cardiotrofina‐1 marcada con cola de histidina 
 
El estudio de la cantidad tisular de CT-1 marcada con cola de histidina 
realizado a las 4, 24 y 48 horas, demostró que, como era de esperar, en los 
grupos que habían recibido la CT-1 marcada con cola de histidina, tanto en el 
riñón isquémico como en el contralateral había cantidades muy grandes de esta 
citocina en relación con los animales que no habían recibido CT-1 (Grupo Control 
y Simulado) (p<0,001). Este aumento se mantenía a las cuatro horas. No había 
CT-1
18S
5min 4h 24h 48h  14d   
CT-1
Sim 5min   4h   24h  48h   14d    
Control
  Sim  RD  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48 
Med  0,386 3,642 0,567 0,372 0,186 0,619 2,854 1,976 0,198  0,452 
±DS  0,124  0,599  0,093  0,171  0,102  0,185  0,350  0,173  0,055  0,062 
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diferencias significativas entre el grupo I/R control y el grupo I/R CT-1 ni a las 24 
ni a las 48 horas tras la reperfusión (Figura ). 
 
 
 
 Figura .‐ Intensidad de la banda CT‐1 marcada con cola de histidina a las 4, 24 y 48h postreperfusión. 
 
Los  resultados  de  inmunohistoquímica  observados  a  un  aumento de  40X,  apoyan  los  resultados  de 
western blot, ya que tanto a  las 4 como a  las 24 horas, en  los animales con  I/R que habían recibido CT‐1 
marcada con cola de histidina  la  intensidad del marcaje era mucho mayor que en  los  I/R control, en  los 
cuales  la  tinción observada  es  inespecífica.  La  tinción  en  los  animales  con  I/R que habían  recibido CT‐1 
marcada  con  cola  de  histidina  se  observa  tanto  en  capilares  tubulares  como  en  capilares  glomerulares, 
también se encuentran muy teñidas las células del túbulo colector. También se observa tinción en el borde 
en cepillo en el riñón derecho. 
 
CT-1 cola
histidina
Control CT-1
4h        24h       48h   4h          24h      48h
Tubulina
RD Sim
  Sim  RD  C‐4  C‐24  C‐48  CT‐4  CT‐24  CT‐48 
Med  0  1,04  0  0  0,03  0,25  0,24  0,01 
±DS  0  0,37  0  0  0,03  0,12  0,09  0,01 
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
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2.10.3.‐ Receptor gp130 
 
Mientras que en el Grupo CT‐1 observamos un  incremento significativo, con  respecto al  resto de  los 
Grupos, a las 24 horas (p<0,001) en el Grupo Control este incremento se observa con mayor intensidad a las 
48 horas (p<0,001) donde el grupo CT‐1 ha disminuido de forma significativa (p<0,01) aunque sigue siendo 
superior al Grupo Simulado (p<0,001) (Figura ). 
 
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda gp130 a los 5min, 4, 24 y 48h postreperfusión. 
 
También estudiamos  la expresión del mRNA de gp130 mediante RT‐PCR semicuantitativa y del mRNA 
de 18S para comprobar  la  igualdad de  carga en  todas  las muestras. El  tratamiento con CT‐1 aumentó  la 
expresión del mRNA de gp130 a los 5 minutos, y a las 4 horas, los niveles decayeron a las 24, 48 horas y 14 
días. Los niveles del mRNA de SOCS‐3 en el grupo control a los 5minutos era menor, pero por encima de los 
niveles basales y a los 14 días la expresión era mayor en el grupo control que en el tratado con CT‐1 (Figura 
). 
 
 Figura .‐ Estudio de la expresión por RT‐PCR en el tejido renal de gp130. 
 
 
2.11.‐ Vías de señalización de la CT‐1  
 
2.11.1.‐ SOCS‐3 
El estudio de SOCS‐3,  realizado a  las 5 minutos, 4, 24 y 48 horas y 14 días, evidenció un  importante 
incremento, en  los primeros momentos, en el Grupo CT‐1  respecto al Control  (p<0,001)  invirtiéndose  la 
relación a los 14 días (p<0,05) (Figura ). 
 
 
gp130
Tubulina
5min   4h   24h    48h    RD
CT-1
Sim 5min   4h    24h    48h   
Control
gp130
18S
5min 4h 24h 48h  14d   
CT-1
Sim 5min   4h   24h  48h   14d    
Control
  Sim  RD  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48 
Med  0  0,324  0  0,103  0,199  2,073  0  0  3,174  0,747 
±DS  0  0,119  0  0,052  0,108  0,687  0  0  0,592  0,426 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda SOCS‐3 a las 5min, 4, 24 y 48h y 14 días postreperfusión. 
 
También estudiamos la expresión del mRNA de SOCS‐3 mediante RT‐PCR semicuantitativa y del mRNA 
de 18S para comprobar  la  igualdad de  carga en  todas  las muestras. El  tratamiento con CT‐1 aumentó  la 
expresión del mRNA de SOCS‐3 a  los 5 minutos, 4, y 24 horas,  los niveles decayeron a  las 48 horas.  Los 
niveles del mRNA de SOCS‐3 en el grupo control era menor pero por encima de los niveles basales (Figura ). 
 Figura .‐ Estudio de la expresión por RT‐PCR en el tejido renal de SOCS‐3. 
 
2.11.2.‐ STAT3 y p‐STAT3 
 
Mientras  que  no  observamos  diferencias  significativas  en  el  estudio  de  STAT‐3  en  ninguno  de  los 
grupos, los resultados obtenidos con pSTAT‐3 demuestran un elevado incremento a los 5 minutos y 4 horas 
en el Grupo CT‐1 respecto al Control (p<0,001) que se normaliza, no existiendo diferencias significativas, en 
el resto de los tiempos estudiados (Figuras ). 
 
SOCS-3
Control CT-1
5min   4h   24h   48h   14d 5min  4h   24h    48h   14d   Sim
Tubulina
SOCS-3
18S
5min 4h 24h 48h  14d   
CT-1
Sim 5min   4h   24h   48h   14d    
Control
  Sim  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  C‐14  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48  CT‐14 
Med  0  0,092  0,195  0,227  1,468  1,197  1,929  1,351  0,266  1,063  0,166 
±DS  0  0,118  0,109  0,257  0,293  0,216  0,281  0,286  0,291  0,585  0,240 
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda p‐STAT3 a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 días postreperfusión. 
 
 
 Figura .‐ Intensidad de la banda STAT3 a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 días postreperfusión. 
 
 
2.11.3.‐ Akt y p‐Akt 
 
El estudio de Akt y p‐Akt realizado a los 5min, 4, 24 y 48 horas y 14 días, no demostró diferencias ni en 
la activación de Akt ni en el Akt total (Figuras ). 
p-STAT3
STAT3
Tubulina
Control CT-1
5min   4h    24h   48h   14d  5min   4h    24h   48h   14d    Sim
  Sim  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  C‐14  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48  CT‐14 
Med  0,09  0,07  0,46  0,52  0,43  0,44  1,70  1,01  0,75  0,05  0,23 
±DS  0,03  0,02  0,22  0,28  0,21  0,20  0,72  0,31  0,30  0,03  0,15 
 
Sim C‐5' C‐4 C‐24 C‐48 C‐14 CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48  CT‐14
Med  0,78  0,76  1,00  1,14  1,02  0,80  1,24  0,98  1,20  0,56  0,64 
±DS 0,19 0,40 0,25 0,41 0,30 0,20 0,64  0,36  0,45  0,15  0,24
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 Figura .‐ Intensidad de la banda p‐Akt a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 días postreperfusión. 
 
 
 Figura .‐ Intensidad de la banda Akt a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 días postreperfusión. 
 
 
5min   4h    24h   48h  14d  5min    4h    24h   48h   14d    Sim
Control CT-1
Akt
p-Akt
Tubulina
  Sim  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  C‐14  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48  CT‐14 
Med  0,041  0,131  0,863  0,856  1,364  0,825  0,270  1,040  0,597  1,560  0,585 
±DS  0,033  0,024  0,371  0,394  0,376  0,330  0,444  0,723  0,234  0,522  0,104 
 
  Sim  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  C‐14  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48  CT‐14 
Med  0,841  0,891  1,091  1,138  1,358  1,387  1,108  1,238  1,090  1,118  0,984 
±DS  0,192  0,368 0,445  0,343  0,263  0,143 0,265 0,255 0,330 0,321 0,342
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
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2.11.4.‐ ERK1/2 y p‐ERK1/2 
 
El estudio de ERK1/2 y p‐ERK1/2 realizado a los 5min, 4, 24 y 48 horas y 14 días, al igual que ocurrió con 
el de STAT‐3, solamente presentó diferencias en el primer momento de  la valoración de p‐ERK1/2 con un 
importante  incremento  en  el Grupo  CT‐1  respecto  a  los  demás  (p<0,0001).  En  el  resto  de  los  tiempos 
estudiados no observamos diferencias entre los Grupos Control y CT‐1 aunque siguen presentando valores 
significativamente superiores al Simulado (p<0,001) (Figuras ). 
 
  
 Figura .‐ Intensidad de la banda pERK1/2 a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 días postreperfusión. 
 
 
5min   4h    24h    48h   14d  
Control CT-1
ERK1/2
p-ERK1/2
Tubulina
5min   4h    24h    48h   14d  Sim
  Sim  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  C‐14  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48  CT‐14 
Med  0,035  0,047  1,153  0,799  0,778  1,104  1,429  0,981  0,725  0,662  0,729 
±DS  0,039  0,024  0,318  0,298  0,453  0,137  0,322  0,247  0,259  0,284  0,204 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda ERK1/2 a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 días postreperfusión. 
 
 
2.12.‐ Estudio de la apoptosis: Caspasa‐3 activada 
 
Utilizamos como marcador proapoptótico  la caspasa‐3 activada y en cuanto al estudio realizado a  los 
5min, 4, 24 y 48 horas y 14 días, observamos una diferencia significativas, p<0,05, entre los grupos Control y 
CT‐1 en todos  los tiempos. Presentando el grupo Control diferencias con el grupo simulado a  los mismos 
tiempos p<0,05. Hay que describir qué se ve, como yo he hecho en las descripciones anteriores. 
 
 
 
Tubulina
Cleaved
Caspasa-3
5min  4h    24h   48h  14d  Sim
CT-1
5min    4h    24h   48h   14d  
Control
  Sim  C‐5'  C‐4  C‐24  C‐48  C‐14  CT‐5'  CT‐4  CT‐24  CT‐48  CT‐14 
Med  1,378  1,293  1,345  1,595  1,376  1,380  1,466  1,467  1,465  1,448  1,603 
±DS  0,262  0,080  0,104  0,605  0,220  0,177  0,125  0,174  0,259  0,409  0,234 
 
  Sim  C‐0  C‐4  C‐24  C‐48  C‐14  CT‐0  CT‐4  CT‐24  CT‐48  CT‐14 
Med  0,30  1,53  1,17  1,00  1,14  1,07  0,87  0,68  0,44  0,35  0,24 
±DS 0,19 0,34 0,33 0,38 0,35 0,11 0,08 0,18 0,25  0,06  0,17 
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
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Figura .‐ Intensidad de la banda caspasa‐3 activada a los 5min, 4, 24 y 48h y 14 días postreperfusión. 
 
Los  resultados  de  inmunohistoquímica  observados  a  un  aumento de  40X,  apoyan  los  resultados  de 
western blot, ya que tanto a las 24 como a las 48 horas, en los animales con I/R que habían recibido CT‐1 la 
intensidad del marcaje de caspasa‐3 era menor que en  los I/R control en  los cuales se observa una mayor 
tinción en el citoplasma de las células tubulares.  
 
     Control 24h               Control 48h 
     CT1 24h                 CT1 48h 
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3.‐ Fase Control de Dosis para Preservación y Trasplante: 
 
 
El estudio del radical  libre del oxígeno anión superóxido, de  la citocina proinflamatoria TNF‐ y de  la 
iNOS para evaluar  la mejor dosis a emplear en el modelo de  I/R demostró una ausencia de eficacia en  la 
disminución de la producción del ASO, del TNF‐ y de la activación de la iNOS en los grupos CT100 y CT200 
(pNS)  (animales tratados con 100 µg/Kg y 200µg/Kg de CT‐1), mientras que en  los grupos CT400 y CT800 
(animales  tratados  respectivamente  con  400µg/Kg  y  800µg/Kg  de  CT‐1)  se  comprobó  una  disminución 
significativa (p<0,001) en todas las variables estudiadas (Figuras ). 
 
La  ausencia  de  diferencias  significativas  entre  los  grupos  CT400  y  CT800  (pNS)  y  el  no  disponer  de 
estudios de  toxicidad, nos hizo  tomar  la decisión de emplear  la dosis menor, 400µg/Kg de CT‐1, para  la 
realización del modelo de I/R (Figuras ). 
 
 
3.1.‐ Anión superóxido 
 
 Figura .‐Ritmo de producción del Anión Superóxido (nmol/mg prot/min). 
 
 
3.2.‐ Factor de Necrosis Tumoral‐ 
 
  S  Control CT100 CT200 CT400 CT800 
Med 3,96 17,94  14,72  9,8  6,4  5,74 
±DS  1,96 7,01  5,29  2,78  2,26  1,74 
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
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Figura .‐TNF‐ en solución de preservación (pg/ml). 
 
 
3.3.‐ iNOS 
 
 
 
Figura .‐iNOS en tejido renal preservado. 
  S  Control CT100  CT200 CT400  CT800 
Med 27,1 126,86  124,3  104,9  43,24  38,76 
±DS  5,67 41,36  30,21  19,09  11,36  7,13 
 
  S  Control  CT100  CT200  CT400  CT800 
Med 0,04  1,6094  1,537  1,186  0,4494  0,4312 
±DS  0,05  0,64  0,61  0,52  0,35   0,36 
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4.‐ Resultados de la fase preservación 
 
4.1.‐ Estudio del estrés oxidativo: Anión superóxido 
 
Los  riñones  del  grupo  I/R  control  presentan  una  mayor  producción  de  anión  superóxido  que  los 
observados  en  el  Grupo  Simulado  desde  las  6  horas  de  preservación  (p<0,05).  Los  riñones  del  grupo 
preservación que recibió CT‐1 tienen menos producción de ASO que los del grupo preservación control a las 
6 y 24 horas  (p<0,05) (Figura ) 
 
 Figura .‐Niveles de Anión Superóxido (U/mg prot/min) en la de preservación 
 
 
4.2.‐ Estudio de la citocina: TNF‐ 
 
El  estudio  de  la  concentración  de  TNF‐  en  la  solución  de  preservación  demostró  un  incremento  de  la 
cantidad de esta citocina en el Grupo Control respecto del CT‐1 a las 24 y 48 horas de preservación (p<0,05). 
A las 48 horas ambos grupos presentaron diferencias significativas con el Simulado (p<0,05) (Figura ). 
 
  S  C‐30'   C‐6  C‐24   C‐48  CT‐30'   CT‐6  CT‐24  CT‐48  
Med  4,54  5,92  9,7  15,26  15,26  2,5  3,3  6,1  7,68 
±DS  1,68  2,02  3,86  8,52  4,64  0,45  1,19  1,77  2,92 
 
TESIS DOCTORAL: 
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 Figura .‐ Niveles de TNF‐ (pg/ml) a los 30´, 6, 24 y 48 h. 
 
 
4.3.‐ Estudio de la iNOS 
 
La activación de  la  iNOS se observó significativamente superior en el Grupo Control  respecto al CT‐1 
(p<0,01). En ambos grupos se comprobó una disminución de  la  iNOS en  los diferentes tiempos ensayados 
siendo  esta  significativa  a  las  48  horas  (p<0,05).  El  Grupo  Control  siempre  presentó  diferencias  con  el 
Simulado (p<0,05) mientras que el Grupo CT‐1 solamente las tuvo a los 30 minutos (p<0,05) (Figura ) 
  
  S  C‐30'  C‐6  C‐24  C‐48  CT‐30'  CT‐6  CT‐24  CT‐48  
Med   26,72  33,74  44,44  132,1  188,66 26,54 32,5 48,12  107,22 
±DS  5,81  11,80  9,35  41,39  15,79  4,13  5,14 13,63  22,34 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda iNOS a los 30´, 6, 24 y 48 h. 
 
 
4.4.‐ Estudio de la interacción leucocito‐endotelio: VCAM‐1 
 
El  estudio de VCAM‐1 demostró un  aumento  significativo,  en  todos  los  tiempos, del Grupo Control 
respecto al Simulado y CT‐1 entre los que no hubo diferencias (pNS) (Figura ). 
 
  
Tubulina
VCAM-1
Control
Sim 30´ 6h  24h 48h  30´ 6h     24h 48h
CT-1  
  S  C‐30'  C‐6   C‐24  C‐48  CT‐30'   CT‐6   CT‐24  CT‐48
Med 0,18 1,94  1,85 1,36 0,70  1,19  0,55  0,54  0,11 
±DS  0,40 1,37  1,12 0,90 0,64  0,82  0,25  0,31  0,11 
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda VCAM‐1 a los 30´, 6, 24 y 48 h. 
 
 
4.5.‐ Valoración de la trascripción nuclear: NF‐B 
 
Mientras que el estudio de NF‐B p65, no demostró diferencias (pNS) entre ningún Grupo ni tiempo en 
pNF‐B p65 observamos valores superiores en los Grupos CT‐1 y Control respecto al Simulado (p<0,01), no 
existiendo diferencias entre ellos (Figuras ). 
 
  
 
Control
Sim 30´ 6h     24h     48h    30´ 6h    24h    48h
CT-1
P-p65 (Ser 536)
p65
Tubulina
  S  C‐30'  C‐6   C‐24  C‐48  CT‐30'   CT‐6   CT‐24  CT‐48  
Med  0,79  2,57  3,62  4,39  2,90  1,26  1,57  1,42  1,17 
±DS  0,38  1,45  1,50  1,04  0,93  0,66  0,80  0,70  0,46 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda NF‐B a los 30´, 6, 24 y 48 h. 
 
 
 Figura .‐ Intensidad de la banda pNF‐B a los 30´, 6, 24 y 48 h. 
 
 
 
 
  S  C‐30'  C‐6   C‐24  C‐48  CT‐30'   CT‐6   CT‐24  CT‐48
Med 1,79 2,14  2,35 2,19 2,25  2,88  2,21  2,44  2,10 
±DS  0,37 0,70  0,67 0,66 1,26  0,71  1,00  0,49  0,72 
 
  S  C‐30'  C‐6   C‐24  C‐48  CT‐30'   CT‐6   CT‐24  CT‐48
Med 0,00 2,08  2,16 2,14  1,28  1,26  0,85  1,20  0,68 
±DS  0,00 1,04  1,44 1,59  0,82  0,47  0,36  0,33  0,26 
 
TESIS DOCTORAL: 
María Begoña García Cenador 
 
 
Página | 238 
5.‐ Resultados de la fase trasplante renal 
 
 
5.1.‐ Supervivencia 
 
El estudio de  la supervivencia hasta el día 30 postrasplante demostró  la alta mortalidad en el Grupo 
Control que al quinto día ya era del 60% y llego al 90% al mes de la cirugía. Este Grupo presentó diferencias 
significativas con  los Grupos Simulado y CT‐1 desde el cuarto día postrasplante hasta  la  finalizaci´ñon del 
estudio (p<0,001). El día 30 del estudio de supervivencia fue el único que presento diferencias significativas 
(p<0,05) entre el Grupo Simulado y el CT‐1 (Figura ) 
 
 Figura .‐ Supervivencia tras el trasplante renal; expresado en % de animales vivos. 
 
 
 
5.2.‐ Estudio de la función renal: 
 
5.2.1.‐ Creatinina plasmática 
 
El estudio de la creatinina sérica y de su aclaramiento, realizado a las 24 horas 3, 7 y 14 días, demostró unos 
valores de creatinina plasmática significativamente mayores en todos los tiempos estudiados (p<0,05), en el 
grupo I/R control con respecto al grupo simulado. El grupo I/R tratado con CT‐1 tenía unos valores menores 
de creatinina plasmática que el grupo I/R control (p<0,05) y no presento diferencias con el Simulado (pNS) 
(Figura ). 
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 Figura 28.- Concentración de creatinina en plasma (mg/ml) a las 24h, 3, 7, y 14 días post-
trasplante. 
 
 
5.2.2.‐ Aclaramiento de la creatinina 
 
La  disminución  del  aclaramiento  de  la  creatinina  observado  en  todos  los  tiempos  del Grupo  Control  es 
significativa  (p<0,05)  respecto  a  los Grupos  Simulado  y  CT‐1  entre  los  que  no  existen  diferencias  (pNS) 
(Figura ). 
 
 Figura .- Aclaramiento de creatinina en plasma a las a las 24h, 3, 7, y 14 días post-trasplante. 
  Sim  C‐24  C‐3d  C‐7d  C‐14d  CT‐24  CT‐3d  CT‐7d  CT‐14d 
Med  0,88  2,54  4,42  6,24  6,48  1,66  1,16  1,36  1,18 
±DS  0,08  0,42  0,82  1,13  2,89  0,50  0,54  0,36  0,33 
 
  Sim  C‐24  C‐3d  C‐7d  C‐14d  CT‐24  CT‐3d  CT‐7d  CT‐14d 
Med  1,94  0,56  0,46  0,34  0,34 1,22 1,78 2,12 1,9
±DS  0,29  0,24  0,11  0,15  0,17  0,26  0,54  0,37  0,40 
 
TESIS DOCTORAL: 
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5.3.‐ Estudio del estrés oxidativo: Anión Superóxido. 
 
Se comprueba un  incremento de  la producción de ASO en el Grupo Control conforme pasan  los días 
postrasplante, presentando en  todos ellos diferencias significativas con  los Grupos Simulado y CT‐1 entre 
los que no existen diferencias (pNS) (Figura ). 
 
 Figura .‐ Producción de anión superóxido. 
 
 
5.4.‐ Estudio de las Citocinas: 
 
5.4.1.‐ Factor de Necrosis Tumoral‐ 
El  TNF‐  se  incrementa  significativamente  (p<0,01)  en  el  grupo  trasplante  control  con  respecto  al 
simulado y en  todos  los  tiempos observamos unos valores de TNF  superiores en el grupo control que el 
tratado con CT‐1, siendo estas diferencias significativas (p<0,05), no existiendo diferencias entre los Grupos 
Simulado y CT‐1. (pNS) (Figura ). 
 
  Sim  C‐24  C‐3d  C‐7d  C‐14d  CT‐24  CT‐3d  CT‐7d  CT‐14d 
Med  4,04  29,46  63,02  117,14  138,42  5,34  7,64  3,48  1,82 
±DS  2,33  12,41  25,36  63,02  98,47  4,80  4,58  2,41  1,36 
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 Figura .‐ Valores de TNF‐ (pg/ml). 
 
 
 
5.4.2.‐ Interleucina‐6 
 
Al tercer día de evolución postrasplante observamos un incremento significativo de la IL‐6 en el Grupo 
CT‐1  respecto  a  los  otros  dos  (p<0,05)  no  comprobándose  diferencias  entro  otros  tiempos  y/o Grupos 
(Figura ). 
 
 
 Figura 46.‐ Valores de IL‐6 (pg/ml). 
 
 
  Sim  C‐24  C‐3d  C‐7d  C‐14d  CT‐24  CT‐3d  CT‐7d  CT‐14d 
Med  25,9  212,68  298,58  253,76  291,36  78,8  61,2  54,6  58,22 
±DS  5,29  106,10  128,69  124,72  76,37  19,89  19,19  35,77  41,36 
 
  Sim  C‐24  C‐3d  C‐7d  C‐14d  CT‐24  CT‐3d  CT‐7d  CT‐14d 
Med  88,16  43,84  38,16  55,92  59,36  132,08  180,58  96,14  84,12 
±DS  9,42  13,52  11,27  30,24  27,29  52,52  36,80  17,18  13,01 
 
TESIS DOCTORAL: 
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5.5.‐ Estudio de la lesión endotelial: 
 
5.5.1.‐ ICAM‐1 soluble 
 
El estudio de la sICAM‐1 evidenció un incremento significativo (p<0,001) en el Grupo Control respecto 
al Simulado y CT‐1, no existiendo diferencias entre estos (Figura ). 
 
 
 Figura .‐ Intensidad de la banda sICAM. 
 
 
5.5.2.‐ VCAM‐1 soluble 
 
Al  igual  que  en  el  caso  anterior,  el  estudio  de  la  sVCAM‐1  evidenció  un  incremento  significativo 
(p<0,001) en el Grupo Control respecto al Simulado y CT‐1, no existiendo diferencias entre estos (Figura ). 
 
 
sICAM-1
Tubulina
Control 14 días CT-1 14 días Sim
sVCAM-1
Tubulina
Control 14 días CT-1 14 días Sim
  Sim  C‐14  CT‐14 
Med  0  0,278  0,006 
±DS  0  0,175  0,007 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda sVCAM. 
 
 
5.5.‐ Estudio de la activación del factor de trascripción nuclear B: IB‐α 
 
Comprobamos un  incremento significativo en el Grupo Control, en  todos  los  tiempos,  respecto a  los 
otros Grupos, entre los que no hubo diferencias (Figura ). 
 
 
24h      3d       7d      14d       Sim
CT-1
24h     3d         7d      14d    
Control
IkB-
Tubulina
  Sim  C‐14  CT‐14 
Med  0  0,256  0,007 
±DS  0  0,196  0,008 
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 Figura .‐ Intensidad de la banda IB‐α a las a las 24 horas, 3, 7 y 14 días post‐trasplante. 
 
 
 
 
   
  Sim  C‐24  C‐3d  C‐7d  C‐14d  CT‐24  CT‐3d  CT‐7d  CT‐14d 
Med  0,6204  1,7204  2,3264  1,9934  1,8072  0,4022  0,4052  0,5014  0,6324 
±DS  0,18  0,25  0,98  0,63  0,49  0,19  0,22  0,15  0,29 
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V.‐ DISCUSIÓN 
 
 
 
 
 
 
 
 
El síndrome de I/R está representado por una amplia variedad de manifestaciones clínicas 
que son a la vez causa y consecuencia de múltiples alteraciones sistémicas que forman parte de la 
amplificación  de  la  respuesta  inflamatoria  e  inmunológica  de  los  pacientes  quirúrgicos.  Su 
fisiopatología es el resultado de una compleja interacción celular y humoral en la que intervienen 
el endotelio, neutrófilos, complemento,  linfocitos, CAMs, RLOs y mediadores de  la  inflamación, 
entre  otros,  los  cuales  favorecen  el  daño  ultraestructural  del  aparato  energético  celular  y  la 
muerte  celular.  La gravedad de esta  respuesta está determinada por  la  intensidad de  la  lesión 
primaria.  La  magnitud  del  trauma  y  la  propia  cirugía  mayor  condicionan  un  primer  daño  al 
paciente crítico, el cual rápidamente es seguido por una respuesta inflamatoria, que se constituye 
como una segunda agresión que determina en una buena parte de los casos el pronóstico crítico y 
la recuperación de  los enfermos. Por este motivo,  la modulación de esa respuesta, es un  factor 
esencial  que  permite  modificar  las  evoluciones  adversas.  Se  ha  despertado  un  gran  interés 
científico en  torno a estos problemas y, en especial, en  la manera en  la que se debe  facilitar el 
restablecimiento de  la homeostasis  en  las horas  inmediatamente  siguientes  a  los  eventos que 
demandan  por  su  complejidad  una  atención  integral  del  cirujano.  Se  han  formulado múltiples 
alternativas,  algunas  aún  en  fase  experimental,  y  es muy  importante  el  desarrollo  de  nuevas 
terapias que permitan abordar y objetivar  rutinariamente un problema mayor de  los pacientes 
quirúrgicos. Un  caso especial de  I/R en el que  se ha  centrado este estudio es el del  trasplante 
renal. 
El  hallazgo  de  la  acción  de  la  CT‐1  mejorando  la  lesión  por  I/R,  en  otros 
tejidos312,315,317,353,359,363,457‐459 abre el  camino para  su utilización en  todo proceso quirúrgico que 
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implique una  situación  isquémica  y  su  consiguiente  reperfusión,  y  su uso   puede  suponer una 
importante mejora en la viabilidad de los trasplante de riñón. 
En  el modelo  experimental  que  se  ha  desarrollado  en  el  presente  trabajo  nos  hemos 
planteado estudiar el síndrome de la respuesta inflamatoria, sus consecuencias y su control con la 
administración profiláctica de un fármaco de nueva generación en fase experimental, la CT‐1, con 
la  doble  intención  de  incrementar  el  conocimiento  de  la  fisiopatología  de  estos  procesos  y 
profundizar  en  la  comprensión  de  otros  mecanismos  de  acción  del  fármaco  empleado,  que 
puedan ayudar a su utilización convencional o incluso abrir nuevos campos terapéuticos. 
Hemos dividido el presente trabajo en cuatro fases: 
 En  la primera fase, mediante un modelo experimental de  I/R renal, evaluamos el efecto 
que ejerce la CT‐1sobre la respuesta inflamatoria. 
 En  la  segunda  fase, mediante  un modelo  experimental  de  preservación,  evaluamos  el 
efecto que ejerce  la CT‐1 en el  líquido de preservación  sobre  la  inflamación del órgano 
preservado. 
 En  la  tercera  fase, mediante un modelo experimental de  trasplante  renal, evaluamos el 
efecto que ejerce la CT‐1 sobre la respuesta inflamatoria del riñón trasplantado.  
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1.‐ Discusión de Resultados para la Evaluación de la Dosis 
 
 
 
 
Para evaluar la dosis más adecuada de Cardiotrofina‐1 (CT1rat drobiosystems, 06092500‐
02), se hicieron cuatro grupos con diferentes concentraciones: Simulado, CT200 (200 g/Kg CT‐1), 
CT400 (400 g/Kg CT‐1), y CT800 (800 g/Kg CT‐1), y medimos la producción del ASO (O2‐) que es 
una especie reactiva derivada del oxígeno que se origina debido a una agresión tisular. 
La  cantidad  de  ASO  producida  en  el  riñón  por  los  grupos  CT400  y  CT800  es 
significativamente  inferior  a  la  del  grupo  simulado.  Además  no  se  encontraron  diferencias 
significativas diferencias entre los grupos CT400 y CT800, por lo que seleccionamos CT400 como la 
dosis adecuada para nuestro estudio. 
La  disminución  de  la  producción  de  ASO  inducida  por  la  CT‐1,  junto  con  la  revisión 
bibliográfica  sobre  la  CT‐1  y  la  experiencia  previa  en  diferentes  modelos  experimentales  de 
respuesta  inflamatoria  [Iniguez M. y  cols., 2006] nos hicieron decidir  la dosis y el momento de 
administración respectivamente 
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2.‐ Isquemia Renal Caliente + Reperfusión (I/R) 
 
 
 
 
La fisiopatología del daño originado por la I/R renal no se conoce íntegramente pero sí se 
han  investigado detalladamente muchos  fenómenos  claves en el daño que  sigue a  la  isquemia 
tisular y posterior  fallo  renal, como son  la vasoconstricción, el estrés oxidativo,  la activación de 
células  endoteliales,  la  infiltración  renal  de  celulas  inflamatorias,  la  inflamación  renal,  la 
despolarización y necrosis del epitelio tubular y el edema intersticial.  
Aunque se ha estudiado detalladamente el papel y el efecto de la CT‐1 en la I/R cardiaca y 
hepática, no  tenemos  conocimiento de que  se haya estudiado en  la  I/R  renal. En esta  fase de 
nuestro estudio experimental, hemos demostrado que  la administración profiláctica  intravenosa 
de CT‐1 previene el daño producido por la I/R en el riñón, lo que se demuestra por una mejoría de 
las lesiones estructurales y funcionales del riñón que recibe CT‐1 con respecto a los animales que 
no lo reciben. Estos datos están de acuerdo con estudios publicados en modelos experimentales 
de  I/R en otros organos en  los que  la CT‐1, presenta efectos protectores frente al daño por  I/R. 
312,315,317,353,359,363,457‐459 A continuación pasamos a discutir detalladamente estos resultados. 
 
 
 
2.1.‐ Supervivencia 
 
 
 
El  grupo  de  animales  tratado  con  CT‐1  tiene  una  supervivencia  a  los  14  días  post‐
reperfusión mucho mayor  (80%) que  la del grupo control (50%),  lo que coincide con  los efectos 
descritos por otros autores que demuestran el  importante papel que tiene  la administración de 
CT‐1 en el mantenimiento de la función de otros órganos después de la I/R312,315,317,353,359,363,457‐459. 
En  un  modelo  en  ratas  en  las  que  se  estimuló  la  expresión  de  CT‐1  mediante  la 
administración de un adenovirus   conteniendo el cDNA de CT‐1, se observó que esta maniobra 
aumentó  la  supervivencia  después  de  la  hepatectomía masiva,  una  intervención  que  causa  la 
mortalidad del 91% de  los animales  control, mientras que el 54% de  los animales que  recibían 
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terapia  génica  con  CT‐1  sobrevivían  a  largo  plazo.  413  En  otro  estudio  sobre  fallo  hepático 
fulminante  en  ratas  la  administración  de  CT‐1  aumentó  la  supervivencia  hasta  en  un 
80%322,348,353,406,414,415. 
 
 
 
 
2.2.‐ Función renal e histología renal 
 
 
 
En  cuanto  a  la  función  renal,  nuestros  resultados  demuestran  que  la  administración 
profiláctica  intravenosa de CT‐1, previene  la disminución del  filtrado glomerular  inducido por  la 
I/R, medido por unos menores niveles de creatinina en plasma y un mayor valor del aclaramiento 
de creatinina en el grupo tratado con CT‐1 comparado con el grupo I/R control. Estos datos están 
de acuerdo con los hallazgos histológicos que demuestran que la administración de CT‐1 reduce la 
necrosis tubular inducida por la I/R y sugieren un papel protector de la CT‐1 sobre la función del 
órgano. 
Otro mecanismo, que podría  influir de manera esencial en  la mejoría de  la función renal 
podría  ser  que  el  aporte  de  CT‐1 mantendría  en  el  riñón  la  síntesis  de  sustancias  con  acción 
vasodilatadora, esencialmente prostaglandinas, como se ha demostrado en el hígado. 414 
 
 
 
 
2.3.‐ Estrés oxidativo 
 
 
 
En  cuanto a  la producción de RLO observamos que  los niveles de ASO aumentan en el 
tejido de  riñón del grupo  control  tras  la  I/R,  sin embargo en  las  ratas  tratadas  con CT‐1 no  se 
observó  este  aumento339,348,406.  Se  ha  demostrado  que  la  activación  de  la  vía  de  señalización 
gp130/STAT3,  vía  fundamental  de  acción  de  la  CT‐1,  induce  la  expression  de  la  enzima 
antioxidante  superóxido  dismutasa  que  transforma  el  ASO  en  peróxido  de  hidrógeno, menos 
agresivo322, y esto junto con el efecto antiinflamatorio que luego se discutirá, podría explicar estos 
resultados. 
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2.4.‐ Inflamación 
 
 
 
Para  verificar  la  activación  de  NF‐B  se  analizaron  los  cambios  en  los  niveles  de  p65 
fosforilado y el IB‐α total, porque la fosforilación de la subunidad p65 y la degradación de IB‐α 
están  asociados  con  la  activación  de  la  vía  NF‐B.  210  Nuestros  datos  demuestran  que  p65 
fosforilado  aumenta  inmediatamente,  a  los  5 minutos  tras  la  reperfusión, mientras  que  IB‐α 
total disminuye en los dos grupos, por lo que se estaría degradando por el proteosoma. Mientras 
p65  fosforilado va disminuyendo con el tiempo,  IB‐α total va aumentando con el tiempo en el 
grupo control, mientras este era muy bajo en el grupo tratado con CT‐1, por lo que pensamos que 
el  NF‐B  nuclear  conduce  a  la  expresión  de  IB‐α,  460,461  generando  un  circuito  de 
retroalimentación  negativa.  210  Por  esta  razón,  en  ausencia  de  IB‐α  la  terminación  de  la 
activación de NF‐B en respuesta a un estímulo como TNF‐ α está significativamente retardada. 
210,213 La fosforilación de p65 y  la  liberación de  IB‐α desde el complejo p65‐p52‐IB sugieren  la 
activación de NF‐B.  
NF‐B  es  un  factor  de  transcripción  que  controla  la  expresión  de  multiples  genes 
involucrados en  la  inflamación, entre ellos genes que codifican citocinas proinflamatorias como 
(IL‐1β, IL‐2, IL‐6, TNF‐α, etc), quimiocinas como (IL‐8, MIP‐1α, MCP‐1, RANTES, etc), moléculas de 
adhesión  como  (ICAM,  VCAM,  E‐selectina),  enzimas  inducibles  (COX‐2  e  iNOS),  factores  de 
crecimiento y algunas proteínas de fase aguda y receptores inmunológicos, todos ellos implicados 
en el control de la mayoría de los procesos inflamatorios216,462,463. 
Nuestros  datos  demuestran  que  en  los  animales  que  reciben  CT‐1, NF‐B  está menos 
activada en riñón tras la isquemia. El efecto de CT‐1 sobre la activación de NF‐κB es variable según 
los diferentes trabajos de la literatura. En un modelo de infección por LPS se ha observado  que la 
administración intravenosa de la CT‐1, provoca en el corazón una disminución de la expresión de 
iNOS  y  de  la  activación  de  NF‐κB299.  Se  ha  descrito  que  CT‐1  activa  NF‐B  en  celulas 
endoteliales328,440, monocitos439,443,464. Por otro lado se ha descrito que los efectos citoprotectores 
de CT‐1 en cardiomiocitos en cultivo   ocurren a través de  la activación de NF‐κB326. Por  lo tanto, 
parece que, dependiendo de las circunstancias, CT‐1 induce o inhibe la activación de NF‐B. 
Asimismo  hemos  demostrado  que  la  I/R  renal  induce  un  aumento  de  los  niveles 
plasmáticos de TNF‐α, IFN‐, e IL‐1. En un estudio  in vivo de I/R renal se ha demostrado que  la 
expresión  renal  de  quimiocinas  estaba    significativamente  aumentada  después  de  la  I/R,  y  se 
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acompañaba  de  una  importante  acumulación  de  macrófagos  en  el  intersticio  renal.  465  Esta 
acumulación  de  los macrófagos  en  el  riñón  post‐isquémico  es  debido  a  la  sobreexpresión  de 
quimiocinas en  las células  tubulares.  219,234 La disminución selectiva de macrófagos disminuye el 
daño agudo del riñón isquémico. 234  
Nuestros  datos  demuestran  que  en  las  ratas  con  I/R  que  recibieron    CT‐1  los  niveles 
plasmáticos de TNF‐α, IFN‐, e IL‐1 son menores que en las ratas que no reciben CT‐1. Benigni et 
al han demostrado que  la CT‐1  inhibe  la produción de TNF‐α  tanto en suero, como en corazón, 
por lo tanto podría ser un inhibidor endógeno de la producción de TNF‐α. 406 De este modo, CT‐1 
previene  del  daño  pulmonar  agudo  producido  por  endotoxinas  a  través  de  la  inhibición  de  la 
producción  de  TNF‐α  o  de  otras  citocinas  proinflamatorias.  411  La  CT‐1  administrada 
exógenamente va a  inducir  sobreactivación de gp130  con un  incremento en  la  fosforilación de 
STAT‐3 y STAT‐1 en el riñón que posteriormente va a incrementar la expresión de SOCS‐3 y SOCS‐
1  lo  que  inhibe  las  citocinas  proinflamatorias.  300,466  La  inyección  intravenosa  de  CT‐1  a  ratas 
Wistar inducen en el corazón un aumento rápido de la expresión de mRNA de SOCS‐1. 299 Además 
se ha demostrado que SOCS‐1  tiene un efecto dominante  sobre el  receptor del  INF‐γ  (IFN‐γR), 
inhibiendo los efectos proinflamatorios de este. 467,468  
Nuestros  resultados  también  demuestran  que,  como  habíamos  visto  en  estudios 
anteriores,  la  I/R renal hace disminuir  los niveles circulantes de  IL‐6 e  IL‐10, citocinas con efecto 
predominantemente antiinflamatorio,.  75,96 En  las  ratas a  las que se administra CT‐1,  los niveles 
circulantes de IL‐6 e IL‐10 son similares o incluso mayores que los del grupo simulado. Este efecto 
podría  participar  en  el  efecto  protector  renal  de  la  CT‐1,  ya  que  se  ha  demostrado  que  IL‐10 
previene  la  activación  de  NF‐B  inducida  por  TNF‐α,  debido  a  la  activación  de  la  vía  de 
supervivencia celular ERK1/2. Por lo tanto si la CT‐1 aumenta la síntesis de IL‐10, éste, aumenta la 
activación de ERK1/2 y por  lo  tanto  la  inhibición de NF‐B, como  también hemos observado en 
nuestros datos. 
Como  ya  sabemos  IL‐10  requiere  de  la  activación  de  STAT‐3  para  ejercer  sus  efectos 
antiinflamatorios,  IL‐10  induce  rápidamente  SOCS‐3  de  forma  dependiente  de  STAT‐3  e  IL‐10 
utiliza SOCS‐3 de manera temprana para limitar la producción de TNF‐α e iNOS. 469 Por lo tanto IL‐
10 utiliza diferentes mecanismos de acción a través de  la proteína SOCS‐3 sobre diferentes vías, 
activadas por el mismo estímulo. Además, la IL‐10 también induce la síntesis de BCL‐3, la cual se 
une al NF‐B como molécula inhibitoria, por lo que IL‐10 utilizaría también esta vía para inhibir la 
activación de NF‐B. 470 
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La CT‐1  induce  la síntesis de  IL‐6  in vitro 440,443 y se ha demostrado que este efecto es a 
través de NF‐B, ya que en la región promotora del gen IL‐6, se encuentra un sitio de unión para 
NF‐B. 471 El mecanismo exacto de cómo la activación de JAK2/STAT3 participa en la expresión de 
IL‐6  inducida por CT‐1 no está claro. Una activación directa del gen  IL‐6 parece poco probable, 
porque no hay ningún sitio de unión para STAT3 en el gen promotor de IL‐6. 443,472 
IL‐6  puede  provocar  in  vivo  tanto  efectos  antiinflamatorios  como  proinflamatorios 
dependiendo  de  las  circustancias.  472  Se  ha  demostrado  que  cuando  SOCS‐3  está  ausente,  la 
activación de STAT‐3 mediada por  IL‐6 vía gp130  induce respuestas antiinflamatorias  idénticas a 
las de IL10R. 297 
Existen  observaciones  contradictorias  con  las  anteriores,  en  las  que  se  sugiere  que  la 
producción  de  IL‐6  por  parte  de  la  CT‐1  podría  ser  utilizado  como  un mecanismo  regulatorio 
beneficioso.  En  un  modelo  de  daño  agudo  por  I/R  en  corazón  de  rata  473  los  efectos 
citoprotectores antiapoptóticos de la IL‐6 más el receptor soluble de la IL‐6 eran más fuertes que 
sus efectos proinflamatorios, lo que sugiere que la IL‐6 producida por la CT‐1 podría tener efectos 
antiapoptóticos.  
De  estos  datos  se  puede  deducir  una  mayor  capacidad  de  controlar  la  respuesta 
inflamatoria tras la I/R renal en los grupos tratados con CT‐1 y que el efecto protector de CT‐1 es 
debido, entre otros mecanismos, a sus efectos en el  incremento de  las citocinas  IL‐6 e  IL‐10 y al 
decremento de TNF‐, IL‐1 e IFN‐, fenómenos vinculados a un efecto antiinflamatorio. 300 
Nuestros resultados también corroboran que  la  I/R renal aumenta  la expresión de  iNOS, 
mientras que la administración de CT‐1 disminuye dicho aumento de la expresión. Otros autores 
han descrito que la administración de CT‐1 disminuye los mediadores de la respuesta inflamatoria 
y  entre  ellos  la  iNOS,  327  lo  que  apoya  también  nuestras  observaciones.  Sin  embargo,  se  ha 
demostrado que  la CT‐1  tiene efectos hemodinámicos aparentemente  contradictorios  con esta 
observación. Cuando  se administra  la CT‐1  intravenosa en  ratas causa hipotensión  sistémica de 
manera dosis dependiente, demostrándose que  la hipotensión es  causada por vasodilatación  y 
este  efecto  es debido  a  la  activación de  la  iNOS.  408,474  En nuestros  resultados observamos un 
aumento  significativo  de  la  iNOS  a  los  5 minutos  en  el  grupo  tratado  con  respecto  al  grupo 
control,  y  a  las  4,  24  y  48  horas  disminuye  en  el  grupo  tratado  respecto  al  control,  debido 
posiblemente a la disminución de las citocinas proinflamatorias y de la activación de p65. 
La  regulación  de  la  actividad  de  la  iNOS  es  principalmente  transcripcional;  la  unión  de 
STAT y NF‐kB a las secuencias del promotor que presenta la iNOS son necesarias para la activación 
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de la iNOS. 475 La activación de p65, juega un importante papel en la expresión de iNOS. 475,476 En 
nuestro trabajo  la CT‐1 disminuye  la activación de p65 y también  la expresión de  iNOS. También 
en  los estudios de sepsis  in vivo, hay activación de NF‐B, y aumento de  la expresión de  iNOS, y 
ambos fenómenos se inhiben totalmente en las ratas tratadas con CT‐1 300 Por lo tanto, es posible 
que el efecto de CT‐1 sobre la iNOS esté mediado por la menor activación de NF‐B. 
Mientras  que  se  conoce mucho  sobre  los mecanismos  de  inducción  de  iNOS,  se  han 
encontrado pocos  represores  transcripcionales. Se ha  investigado  sobre el papel de  la proteína 
STAT‐3  en  la  inducción de  iNOS por  LPS,  IL‐1β  e  INF‐γ  en  células mesangiales.  Estos  estímulos 
inducen rápidamente la fosforilación de STAT‐3 y la unión de STAT‐3 a la secuencia específica de 
DNA.  Se  ha  demostrado  también  que  el NF‐kB  forma  un  complejo  con  STAT‐3.  La  interacción 
directa de STAT‐3 y NF‐B p65 se observó in vivo e in vitro. La sobreexpresión de STAT‐3 inhibe de 
manera espectacular  la  inducción de  iNOS mediada por  IL‐1β o por  IFN‐γ + LPS. También se ha 
demostrado que la sobreexpresión de STAT‐3 inhibe la actividad de un gen promotor dependiente 
de NF‐B, desprovisto de elementos de unión para STAT sin influir a la actividad del DNA de unión 
para NF‐B. Por  lo tanto STAT‐3, vía  interacción directa con NF‐B p65, actúa como un  inhibidor 
de la actividad de NF‐B para suprimir la inducción indirecta del promotor de  iNOS por citocinas 
en células mesangiales. 476 
Se ha observado tanto in vitro como en un estudio in vivo sobre I/R renal que la expresión 
de algunas quimiocinas es mediada por la activación de la ruta JAK/STAT. 465 
 
 
 
2.5.‐ Infiltración neutrofílica y CAMS 
 
 
 
También hemos demostrado en nuestro estudio que en  los riñones de ratas sometidas a 
I/R  y  que  reciben  CT‐1  hay  una menor  acumulación  neutrofílica medida  por  la  actividad  de 
mieloperoxidasa. Asimismo hemos observado una menor cantidad de  las moléculas de adhesión 
(CAMs) P‐selectina, ICAM‐1, VCAM‐1 y PCAM en los riñones de las ratas tratadas con CT‐1 que en 
los de las ratas sin tratar. 
Se ha descrito ya que  la administración de CT‐1 disminuye  la acumulación de neutrófilos 
inducida por endotoxina en el pulmón411. Los mecanismos implicados en este efecto no están del 
todo claros: podría ser a través de la inhibición por CT‐1 de la producción de TNF‐α406, o a través 
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de  la  inhibición de otras  citocinas proinflamatorias. Hay que  tener  en  cuenta que  las  citocinas 
como el TNF‐α inducen un incremento de la expresión de las CAMs y por lo tanto de la interacción 
leucocito endotelio411,468,477. Por  lo  tanto si hay una menor expresión de  las CAMs habrá menor 
infiltración neutrofílica asociada a un menor daño en  la  función  renal. En un estudio  in vivo,  la 
administración de CT‐1 disminuye la acumulación de neutrófilos en el pulmón411. 
Varios  estudios  in  vitro  revelan  que  la  expresión  de  las  CAMs  está  asociada  con  la 
activación de  la vía de  señalización  JAK/STAT312,313,328,464,465. Se ha demostrado que  IFN‐γ  induce 
expresión de ICAM‐1 a través de  la activación de JAK/STAT  in vitro467,478. Aunque son escasos  los 
estudios in vivo que relacionen JAK/STAT con la expresión de las CAMs465, se ha demostrado que 
la CT‐1  induce expresión de  la  ICAM‐1 en cultivos de células endoteliales328,441. La expresión de 
ICAM‐1  y  VCAM‐1  inducida  por  CT‐1  requiere  la  activación  de NF‐B328,441,479.  Sin  embargo  en 
nuestros resultados podemos ver que la expresión renal de las CAMs es significativamente menor 
en  las  ratas  tratadas  con  CT‐1  que  en  el  grupo  control.  Esta  disminución  sería  debido  a  la 
disminución de citocinas y de la activación de NF‐B ya descritas, ya que la expresión de las CAMs 
por  la  I/R  está mediada  a  través  de  la  activación  de  NF‐B  por  estimulación  de  las  citocinas 
proinflamatorias como TNF‐α, IL‐1β, e INF‐γ. 479 También se ha visto que la expresión de ICAM‐1 y 
de VCAM‐1 estimuladas por el TNF‐α son dependientes de NF‐B ya que si se  inhibe totalmente 
NFkB   se  inhibe también    la expresión tanto de  ICAM‐1 como VCAM‐1480. Por  lo tanto podemos 
sugerir que  la administración de CT‐1, al disminuir  los niveles de citocinas proinflamatorias y  la 
activación de NF‐B, disminuiría la expresión de las CAMs.  
 
 
 
2.6.‐ Apoptosis 
 
 
 
Nuestros resultados demuestran un aumento de la apoptosis tras la I/R, demostrada por 
un aumento de  la expresión de caspasa‐3 activada. Este resultado concuerda con  la observación 
generalizada  de  que  la  apoptosis  es  una  de  las  causas  de  daño  renal  durante  la  I/R65.  La 
importancia  de  la  caspasa‐3  en  dicha  apoptosis  se  demuestra  por  el  hecho  de  que  la 
administración de un RNA de  interferencia contra caspasa‐3 en el  líquido de preservación  renal 
disminuyó  la expresión de caspasa‐3 activada y  la apoptosis renal  tras  la reperfusión, y produjo 
una mejor función renal481. 
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Nuestros resultados muestran una disminución significativa de la caspasa‐3 activada en el 
grupo  tratado  con  CT‐1,  con  respecto  al  grupo  control  en  todos  los  tiempos,  habiendo  sido 
documentados ya los efectos antiapoptóticos de la CT‐1 en diferentes modelos de daño482,483. Por 
ejemplo,  la CT‐1 protege de  la apoptosis provocada por doxorrubicina en miocitos  cardiacos  in 
vitro.  307,316  También  se  ha  demostrado  protección  contra  la  apoptosis  inducida  en  células  del 
pulmón.  409  In  vivo,  la  CT‐1  protege  de  la  apoptosis  en  el  infarto  de  miocardio,  inhibe 
significativamente P53, Fas y Bax, y se incrementa la expresión de la molécula anti‐apoptótica Bcl‐
2.  361,362  La  CT‐1  también  reduce  la muerte  celular  neuronal  tanto  in  vivo  como  in  vitro.  423 
Asimismo  se ha demostrado que  la CT‐1 actúa  como una defensa natural del hígado  contra  la 
apoptosis, pudiendo tener un potencial terapéutico  importante, ya que  la CT‐1 protege del fallo 
hepático  fulminante  inducido por D‐gal, mediante  sus  efectos  como molécula  antiapoptótica  y 
favorecedora de la reparación celular. 415 También se ha demostrado que CT‐1 induce un aumento 
en  la  síntesis  de  las  proteínas  de  choque  térmico  hsp70  y  hsp90.  371  Este  incremento  está 
relacionado con la protección de muerte celular por estrés isquémico en el pulmón. 484 
Se ha demostrado que  la protección frente a  la apoptosis  inducida por CT‐1 en miocitos 
cardíacos  sometidos  a  un  estrés  por  I/R  puede  estar  mediada  por    la  activación  de    la 
translocación  al  núcleo  de  NF‐B  y  la  activación  transcripcional  de  la  expresión  de  genes 
dependientes de NF‐B con efectos citoprotectores. 326 Hay que tener en cuenta que la activación 
de  NF‐B  puede  tener  efectos  pro‐apotóticos  o  anti‐apoptóticos.  De  ahí  la  importancia  de 
comprender los mecanismos de señalización a través de los cuales CT‐1 actúa sobre NF‐B. NF‐B 
es activado a  través de diferentes cascadas de señalización  tales como Akt y ERK que  fosforilan 
IB,  NF‐B  es  liberado  de  la  subunidad  inhibidora  (IB),  y  traslocado  al  núcleo,  485  donde 
promueve  la  actividad  transcripcional  de  determinados  genes  involucrados  en  inflamación, 
crecimiento  celular  y  protección  antiapoptótica,  además  de  otros  genes  proapoptóticos.  486,487 
Otro  de  los  mecanismos  del  efecto  anti‐apoptotico  de  CT‐1  podría  ser  la  inhibición  de  la 
producción  de  TNF‐α.  El  TNF‐α  causa  un  incremento  significativo  de  la  apoptosis  debido  a  un 
incremento en la activación de la caspasa‐3, la proteasa clave en la ejecución de la apoptosis. 488 
Además SOCS‐1, que hemos visto que se activa por CT‐1, suprime la apoptosis inducida por TNF‐α 
posiblemente por la disminución en la caspasa‐3 activada y la inhibición de la caspasa‐8 activada, 
por lo que ese podría ser otro mecanismo de acción de CT‐1 inhibiendo apoptosis. Este efecto se 
llevaría a cabo mediante la inhibición de JAK1 por SOCS‐1. 489 
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Otra de las vías claramente implicadas en la inhibición de la señal apoptótica es la vía de la 
PI3K/AKT.  Como  hemos  visto  antes,  nuestros  resultados  demuestran  una  activación  de  la  ruta 
PI3K/AKT tras el tratamiento con CT‐1 a  los 5 minutos y a  las 4 horas, aunque  las diferencias no 
son  significativas  en  pAKT,  con  respecto  al  grupo  control.  La  activación  de  PI3K  induce  la 
activación por fosforilación de AKT en la serina 475 y treonina 308. La activación de AKT provoca a 
su vez la fosforilación de BAD en las serinas 112 y 136. BAD es un miembro de la familia de Bcl‐2 y 
es un regulador importante de la señal de supervivencia. BAD inactivo dimeriza con las proteínas 
Bcl‐x  o  Bcl‐2  neutralizando  su  actividad  antiapoptótica.  La  fosforilación  de  BAD  conlleva  la 
liberación de Bcl‐2 o Bcl‐x que suprimirán  la vía de apoptosis. Por tanto,  la fosforilación de BAD 
supone la supresión de la vía de apoptosis307. 
 
En resumen, la CT‐1 es capaz de inducir la vía de señalización de JAK/STAT así como la vía 
de supervivencia PI3K/AKT. Por tanto, la cascada de señales inducida por la CT‐1 explica que la CT‐
1 actúe como una citocina con efectos antiapoptóticos a través de la vía PI3K/AKT y posiblemente 
como inductora de la proliferación y diferenciación en hepatocitos a través de la vía JAK/STAT‐3. 
 
 
 
 
2.7.‐ Expresión de cardiotrofina‐1 y de su receptor 
 
 
 
 
Nuestros  resultados  muestran  que  el  riñón  no  hay  un  aumento  substancial  de  las 
cantidades de CT‐1 tras la I/R. Estos resultados no son diferentes de los que se han observado en 
el hígado, en el que se ha visto que la isquemia no induce un aumento de la expresión de CT‐1 en 
tejido,  sin  embargo  sí  se  observan  diferencias  en  el  suero  por  lo  tanto  si  habría  más  CT‐1 
circulante  y  la  CT‐1  podría  actuar  de  forma  paracrina  durante  el  precondicionamiento 
isquémico315.  Con  respecto  a  la  cantidad  de  CT‐1  exógena  administrada,  nuestros  resultados 
demuestran que se capta en grandes cantidades por  los riñones, sobre todo por el contralateral 
no  isquémico, y que desaparece, de forma que a  las 48 horas no se observa CT‐1 exógena en el 
riñón isquémico. 
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2.8.‐ Señalización. JAK/STAT‐SOCS 
 
 
 
La I/R induce un aumento progresivo de la activación de STAT‐3, mientras que, como era 
de  esperar,  la  administración  de  CT‐1  induce  una  activación  todavía  mayor  de  STAT‐3.  La 
activación de STAT‐3 se produce por fosforilación de un residuo de tirosina en la posición 705 y un 
residuo de serina en la posición 727. La activación de STAT‐3 por la fosforilación de la tirosina 705 
la llevan a cabo varias cinasas, incluyendo JAK, EGFR, Src y ERK mientras que la fosforilación de la 
serina 727  tiene  lugar por otras  serinas  cinasas  como MAPK, protein  cinasa C  (PKC) y otras.  La 
fosforilación de STAT‐3 en el citoplasma lleva a su dimerización, translocación al núcleo, y unión al 
DNA  y  como  resultado  la  expresión  de  genes  involucrados  en  proliferación,  supervivencia,  y 
diferenciación celular. 298 Los efectos reguladores de STAT‐3 pueden ser opuestos dependiendo de 
la citocina que  lleve a cabo  su activación como probablemente del  tipo celular y de  las vías de 
señalización que se lleven a cabo en paralelo313,490. 
La activación de  la ruta JAK/STAT está  implicada en  la regulación de    los mecanismos de 
respuesta  inflamatoria313.  Dependiendo  del  ligando  y  de  los  diferentes  STATs  que  estén 
involucrados, los efectos biológicos pueden ser proinflamatorios o antiinflamatorios. Las citocinas 
de  la  familia de  IL‐6 ejercen su acción vía homodímeros STAT‐3 o heterodímeros STAT1/3. Esos 
complejos  se  unen  a  las  secuencias  GAS  e  inducen  la  transcripción  de  genes  que  regulan 
proliferación  y  supervivencia  de  células.  La  STAT‐3  también  traducen  las  acciones 
antiinflamatorias de  IL‐10. Los receptores generan distintos pools del mismo STAT activado, con 
distintas actividades solapadas. Si  la activación de STAT‐3 por parte de  IL‐6 es mantenida en vez 
de ser transitoria, IL‐6 puede activar genes antiinflamatorios como IL‐10. 491,492 En nuestro estudio 
a  las  4  horas  tanto  IL‐6  como  pSTAT  está  incrementada  por  lo  que  su  acción  está  siendo 
prolongada,  no  transitoria,  lo  que  sugiere  que  sus  efectos  son  básicamente  antiinflamatorios. 
Además, el INF‐ inhibe la activación de STAT‐3 inducido por IL‐6 acompañado por un incremento 
en  la  inducción  de  SOCS‐3,  y  como  consecuencia  la  disminución  de  la  expresión  de  genes 
antiinflamatorios, por lo que el INF‐ induce cambios en la señalización de IL‐6 hacia un fenotipo 
proinflamatorio. 492 Por lo tanto, nuestros datos de menores niveles de INF‐ en el grupo tratado 
con  CT‐1  con  respecto  al  no  tratado,  explicaría  la  disminución  de  expresión  de  genes 
proinflamatorios y permitiría a la IL‐6 ejercer su efecto protector. 
El papel de STAT‐1 y STAT‐3 en apoptosis y proliferación celular no está nada claro, ya que 
algunos estudios  los   asocian con apoptosis y otros con protección contra  la apoptosis. Por otra 
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parte,  aunque  STAT‐3  favorece  la  proliferación  celular,  STAT‐1  parece  tener  efectos 
antiproliferativos. 493,494  
Se conoce relativamente poco acerca de como la vía de señalización JAK/STAT actúa sobre 
el daño  inducido por  la  I/R en un órgano sólido. En un modelo de daño renal por  I/R en rata,  la 
interrupción de JAK2 mediante un inhibidor, (AG490) inhibió las vías de señalización STAT‐1/STAT‐
3, mejoró la función renal, disminuyó las lesiones histológicas y redujo la apoptosis de las células 
del epitelio tubular. 465  
La  I/R  induce  un  aumento  progresivo  de  los  niveles  de  SOCS‐3,  mientras  que  la 
administración  de  CT‐1  induce  un  aumento  muy  rápido  de  SOCS‐3,  cuyos  niveles  aumentan 
rápidamente  tras  la  administración  de  CT‐1,  volviendo  a  niveles  basales  a  las  24  horas.  En  un 
modelo  de  infección  por  LPS  se  ha  observado  que  la  administración  intravenosa  de  la  CT‐1, 
provoca en el corazón, un gran aumento de SOCS‐1 junto con una disminución de SOCS‐3 que se 
acompaña  de  inhibición  de  pSTAT‐1,  pSTAT‐3,  iNOS  y  p65299,300.  Como  hemos  dicho  en  la 
introducción, el aumento de SOCS‐3 tras CT‐1 está basado en  la activación de  la ruta  JAK/STAT, 
mientras que a su vez, SOCS‐3 inhibe la activación de STAT‐3300, ya que SOCS‐3, es responsable de 
la  regulación de  las citocinas cuya  señalización es a  través del  receptor gp130, y además  se ha 
demostrado que SOCS‐3 afecta tanto a  la calidad como a  la cantidad de  la señalización a través 
del  receptor  gp130.  495,496 Nuestros datos de un menor daño  renal  y unos mayores niveles de 
SOCS‐3 en los riñones de los animales tratados con CT‐1 están de acuerdo con otro estudio en el 
que se demuestra que SOCS‐1 y SOCS‐3 inducen protección del daño renal agudo por isquemia. 496 
Tanto  SOCS3  y  SOCS‐1  están  relacionados  con  la  inflamación.  SOCS‐1  actúa  como 
regulador de la señalización del INF‐ y modula la respuesta del TNF‐α. Además, la sobreexpresión 
de SOCS‐1 disminuye la activación de p65 y la expresión de iNOS. 489 Por ello, los altos niveles de 
SOCS‐3 observados tras la administración de CT‐1, podría explicar la menor activación de p65 y la 
menor expresión de iNOS observados en los riñones de estos animales. 
Tanto  IL‐6 como  IL‐10  inducen  la expresión de  los reguladores negativos feedback SOCS. 
Las SOCS interactúan directamente con las JAKs o con los receptores de las citocinas inhibiendo su 
actividad  catalítica.  Las  SOCS  además  suprimen  la  señalización  JAK/STAT  inducida  por  varias 
citocinas. Por  lo  tanto, podemos sugerir que  la activación de SOCS  tras  la  I/R  tiene como papel 
fisiológico contrarrestar parcialmente la activación de la ruta JAK/STAT que se produce tras la I/R. 
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2.9.‐ Señalización ERK‐AKT 
 
 
 
Nuestros resultados demuestran un aumento de  la activación de ERK en el riñón  tras  la 
I/R. Cuando se administra CT‐1, se observa un aumento en la activación de ERK a los 5 minutos de 
la  reperfusión,  sin diferencias  significativas  con el  grupo que no  recibe CT‐1 en el  resto de  los 
tiempos. CT‐1 activa la ruta MEK1/2‐ERK1/2 en corazón 313 y se ha demostrado el papel de la vía 
ERK1/2 en los efectos protectores de la CT‐1 en la I/R cardiaca tanto si se añade antes o después 
de  la  isquemia,  ya  que  en  ambos  casos  esos  efectos  protectores  se  bloquean  si  se  inhibe  esa 
vía313,359. 
Una  de  las  vías  claramente  implicadas  en  la  inhibición  de  la  señal  apoptótica  es  la  vía 
PI3K/Akt. La activación de PI3K induce  la activación por fosforilación de Akt. En resumen, la CT‐1 
es capaz de inducir la vía de señalización de JAK/STAT así como la vía de supervivencia PI3K/Akt. 
Por tanto, la cascada de señales inducida por la CT‐1 explica que la CT‐1 actúe como una citocina 
con efectos antiapoptóticos a través de  la vía PI3K/Akt 307 y posiblemente como  inductora de  la 
proliferación, diferenciación y protección frente al daño por I/R através de la vía JAK/STAT/SOCS. 
Por lo tanto y en conclusión general podemos sugerir que la protección que ejerce la CT‐1 
sobre la I/R renal está basada en una menor producción de RLOs, una menor activación endotelial 
y una menor respuesta inflamatoria, probablemente mediada por una activación de las vías STAT‐
3/SOCS‐3. 
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3.‐ Preservación Fría del Riñón 
 
 
 
 
La preservación en frío es un proceso imprescindible en el mantenimiento de los órganos 
que  van  a  ser  trasplantados  y ha  facilitado mucho  que puedan  utilizarse órganos de personas 
fallecidas y ser trasplantados a pacientes que están a mucha distancia. Sin embargo, aun en frío, 
se produce un daño en el órgano tanto durante  la preservación como en  la  fase de reperfusíón 
tras el trasplante. Este daño durante la preservación renal condiciona, en el mejor de los casos, la 
aparición  de  NTA.  Si  la  NTA  es  irreversible  hablaremos  de  un  fallo  primario  del  injerto, 
consecuencia del desarrollo de una necrosis cortical. El desarrollo de NTA reduce en al menos un 
10%  el  porcentaje  de  riñones  funcionantes  al  año  del  trasplante.  El  desarrollo  de  NTA  está 
mediado  tanto  por  factores  en  el  donante  como  por  el  grado  de  lesión  isquémica  que  se 
incrementa con el tiempo de almacenamiento. Además, cuando se produce un retraso en el inicio 
de la función renal tras el trasplante debido al daño durante la preservación o a otros factores, se 
produce un aumento muy importante en el número de fallos del injerto y en otros parámetros de 
la función del organo trasplantado497,498. 
Aunque  la  preservación  fría  produce  un  daño  tisular menor  que  la  isquemia  caliente, 
también produce un cierto nivel de daño. En un estudio en el que se preservaron  los riñones de 
rata durante 24 o 48 horas a 0‐4  ºC,  se observó que  con 24 horas de preservación  las  células 
epiteliales mostraban muy pocos cambios, mientras que a las 48 horas de preservación, las células 
del  túbulo  proximal  tenían  grandes  daños,  y  muchas  de  ellas,  necrosis  manifiesta.  499  Otros 
estudios  apoyan  que  la mayor  duración  del  injerto  produce mayor  daño  renal.  500  Estos  datos 
concuerdan  con  los  nuestros  que  demuestran  un  elevado  nivel  de  daño  en  las  riñones 
preservados en frío durante 48 horas. Por otro lado, las lesiones renales causadas por la isquemia 
fría asociada a la preservación además de ser menores son completamente diferentes a los que se 
observan tras la isquemia caliente. 501 Sin embargo es sorprendente la falta de información en la 
literatura sobre los efectos que la preservación renal en frío produce en los riñones. 
En esta fase del estudio analizamos si la adición de CT‐1 al líquido de preservación podría 
proteger  al  riñón  de  los  posibles  daños  que  ocurrieran  durante  la  isquemia  fría.  Por  lo  tanto, 
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decidimos realizar el almacenaje del órgano a 4ºC de temperatura durante distintos tiempos (30 
minutos, 6, 24 y 48 horas). 
La preservación en  frío  induce un aumento de  la de  la producción de anión  superóxido 
(ASO) y de la expresión de iNOS. La producción aumentada de ASO está de acuerdo con estudios 
previos que han demostrado que  la  isquemia  fría  induce  aumento de  la producción de ASO  e 
inactivación  de  la  enzima  antioxidante mitocondrial  clave  para  su  eliminación,  la manganeso 
superóxido dismutasa  (Mn‐SOD) que  transforma el ASO en peróxido de hidrógeno,  502,503  lo que 
permite explicar el aumento del nivel de ASO. Estos autores han observado también un aumento 
de la producción de nitrotirosina, que resulta de la nitrosilación por peroxinitritos de los residuos 
tirosina de las proteínas. El peroxinitrito se produce por reacción entre ASO y óxido nítrico, por lo 
que estos datos están de acuerdo con nuestros datos de un aumento de expresión de la iNOS y la 
producción de ASO tras la preservación fría. 
Nuestros  datos  demuestran  que  la  adición  de  CT‐1  al  líquido  de  preservación  renal 
disminuye la producción de ASO y la expresión de iNOS en comparación con los riñones a los que 
no  se añade CT‐1 al  líquido de preservación. Se ha observado que  la  inhibición de  la actividad 
oxidante de ASO protege al riñón del daño producido por la isquemia fría, por ejemplo, la adición 
al  líquido  de  preservación  de mitoquinona,  un  antioxidante mitocondrial,  disminuye  tanto  la 
producción de ASO como la producción de nitrotirosina y la muerte celular renal. 503 Asimismo la 
sobreexpresión  de MnSOD  o  la  inhibición  de  la  iNOS  en  tubulos  renales  proximales  de  rata 
protegen a  los mismos de  los daños  inducidos por  isquemia  fría.  504 Por ello, podemos concluir 
que los efectos observados de la CT‐1 sobre la producción de ASO y la expresión de iNOS explican 
la protección tisular aportada por esta citocina. Se ha sugerido que las substancias que previenen 
el daño mitocondrial en riñones sometidos a isquemia podrían emplearse para mejorar la función 
renal y la supervivencia del injerto tras el trasplante renal. 502 
También observamos un aumento de la producción de TNF‐α, y de la activación de NF‐B 
durante la isquemia fría. Se ha demostrado que la duración de la isquemia fría correlaciona con la 
producción  de  diversas  citocinas  en  hígado.  505  Aunque  en  la  literatura  no  hemos  encontrado 
ningún dato de los efectos de la isquemia fría sin reperfusión sobre la producción de citocinas o la 
activación  de  NF‐B,  esta  activación  y  el  aumento  de  producción  de  TNF‐α  puede  estar 
relacionado  con  el  aumento  del  estrés  oxidativo.  Se  ha  demostrado  que  los  radicales  libres 
provenientes de  las mitocondrias activan  la producción de citocinas.  506 Se  sabe, por otro  lado, 
que ASO activa NF‐B y NF‐B induce TNF‐α. CT‐1 modula de forma muy importante el aumento 
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de  la  citocina proinflamatoria TNF‐α, evita de  forma,  casi  total, el aumento de  iNOS, y es muy 
efectiva previniendo la activación de p65.   
Todos  estos  datos  sugieren  un  claro  efecto  protector  de  la  CT‐1  frente  a  la  respuesta 
inflamatoria del  riñón a  la  isquemia  fría,  lo que  la convierte en un excelente candidato para su 
utilización en la preservación de riñones para trasplante. El tratamiento con CT‐1 podría permitir 
aumentar el tiempo efectivo de preservación del órgano. 
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4.‐ Discusión de la Fase de Trasplante Renal 
 
 
 
 
A fin de obtener un claro efecto lesivo del periodo de isquemia fría, decidimos preservar 
el riñón a trasplantar durante 24 horas a 4ºC de temperatura. La agresividad de esta maniobra se 
demostró por los resultados hallados en el grupo trasplante control: 1) altos niveles de creatinina 
sérica probablemente debidos un retraso en  la función del  injerto y a  la aparición progresiva de 
NTA  en  los  riñones  trasplantados.  2)  incremento  de  la  citocina  proinflamatorias  TNF‐α,  como 
consecuencia del  fenómeno de  inflamación  tras  la  isquemia/reperfusión. 3)  alta producción de 
anión  superóxido,  seguramente  debida  a  la  infiltración  neutrofílica.  4)  altos  niveles  ICAM‐1 
soluble y de VCAM‐1 soluble que demuestran una gran activación endotelial. 
En este modelo muy agresivo, nuestros resultados demuestran un claro efecto de la CT‐1 
mejorando  la  supervivencia  de  los  animales  trasplantados.  Este  aumento  de  la  supervivencia 
puede deberse a varios factores: 
 
 
 
 
4.1.‐ Función renal 
 
 
 
Encontramos  unos  valores  de  creatinina  sérica,  en  el  grupo  tratado  con  CT‐1, 
significativamente  menores  y  unos  valores  de  aclaramiento  de  creatinina  significativamente 
mayores que en el grupo control en todos los tiermpos estudiados, lo que nos lleva a deducir un 
efecto protector de la administración de CT‐1 sobre la función del riñón trasplantado, impidiendo 
un retraso en el inicio de la función y una NTA más tardía. Las causas que pueden conducir a este 
significativo mantenimiento de la función son muchas y pueden ser dependientes de la regulación 
de la respuesta inflamatoria por parte de la CT‐1. 
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4.2.‐ Estrés oxidativo 
 
 
 
Comprobamos una disminución en la producción de ASO en el tejido renal postrasplante 
de los animales tratados con CT‐1. Entre las posibles causas de esta disminución en la producción 
de RLO se pueden  incorporar  las comentadas en el caso de  la  I/R renal, esto es,  la  inhibición de 
enzimas productoras de RLO, la disminución de la activación e infiltración neutrofílica (que es una 
importante fuente de producción de RLO) y la menor producción de TNF‐. 
 
 
 
4.3.‐ Citocinas 
 
 
 
El  incremento  de  las  citocina  proinflamatoria  TNF‐  en  el  plasma  de  los  animales 
trasplantados  es  significativamente  menor  en  el  grupo  tratado  con  CT‐1.  Los  mecanismos 
implicados  en  el  descenso  de  los  niveles  de  la  citocina  por  el  tratamiento  con  CT‐1  han  sido 
tratados ampliamente en la discusión de la fase de I/R y pudieran estar basados en la disminución 
de  la activación neutrofílica, una menor activación del  factor  transcripcional NF‐B, una menor 
expresión de las CAMs y la disminución del ambiente oxidativo intracelular. 
Al mismo  tiempo  observamos    que  los  animales  tratados  con  CT‐1,  presentaban  cifras 
superiores de  IL‐6  con  respecto  al  grupo  control. De  estos datos  se puede deducir una mayor 
capacidad de controlar  la  respuesta  inflamatoria  tras el  trasplante  renal en  los grupos  tratados 
con CT‐1 y que el efecto protector de CT‐1 es debido, entre otros mecanismos, a sus efectos en el 
incremento  de  la  citocina  IL‐6  y  al  decremento  de  TNF‐,  fenómenos  vinculados  a  un  efecto 
antiinflamatorio. 
 
 
 
4.4.‐ Moléculas de adhesión celular 
 
 
 
Hemos  hallado  unos  niveles  plasmáticos  de  las  CAM  solubles  estudiadas  (sVCAM‐1  y 
sICAM‐1) significativamente menores en los animales trasplantados tratados con CT‐1, que en los 
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animales  trasplantados  no  tratados,  que  probablemente  representan  una  menor  expresión 
endotelial de estas CAMs, y que puede ser debida a diferentes factores. En principio, la regulación 
de  la  propia  respuesta  inflamatoria  con  la  disminución  en  la  producción  de  citocinas 
proinflamatorias, es ya de por si suficiente para justificar este descenso, pero no podemos olvidar 
la posible modulación de  la activación de  factores de transcripción como NF‐B. La disminución 
de la expresión de las moléculas de adhesión celular estudiadas (ICAM‐1 y VCAM‐1) determinará 
una  menor  interacción  leucocito‐endotelio  y  consecuentemente  una  menor  infiltración 
neutrofílica, fenómeno directamente relacionado con el daño postreperfusión.  
La menor activación e infiltración neutrofílica conducirá a una menor producción de RLOs 
causantes  de  lesión  tisular.  Éstos,  a  su  vez,  son mediadores  inflamatorios  capaces  de  activar 
factores  transcripcionales  como  el  NF‐B,  causante  de  la  producción  de  diferentes  citocinas 
proinflamatorias (como el TNF‐,  la  IL‐1 y el  INF‐) responsables del  incremento de  la expresión 
de CAMs  y  además,  en  el  caso del  TNF‐, del  incremento  en  la producción de RLO.  Todo  ello 
redundará  en  una  menor  lesión  tisular,  con  un  mantenimiento  de  la  función  del  órgano  y, 
consecuentemente, un efecto protector en el síndrome de la respuesta inflamatoria por I/R, que 
pudiera ser la clave del efecto beneficioso del tratamiento con CT‐1 en el trasplante renal.  
En  suma,  los  resultados  expuestos  demuestran  que  el  fallo  renal  y  la  respuesta 
inflamatoria a la I/R tras el trasplante es más severa en aquellos animales no tratados con CT‐1. La 
administración  de  CT‐1  tiene  efectos  protectores  sobre  la  función  renal  e  inhibe  la  respuesta 
inflamatoria inducida por la I/R renal en el trasplante renal. Estos efectos parecen estar mediados 
por una reducción en  la producción de  los RLO, el decremento en  las citocinas proinflamatorias 
TNF‐, IL‐1 e IFN‐, el incremento de las citocinas antiinflamatorias IL‐6 e IL‐10, la reducción de 
la expresión renal de las CAMs y una menor infiltración neutrofílica y macrofágica. 
Estos datos sugieren la posibilidad de utilizar la CT‐1 en la solución de preservación y en la 
perfusión del  injerto obtenido para  trasplante  renal con el objetivo de preservar  la  función del 
injerto y hacer disminuir la incidencia de fallo del injerto postrasplante. 
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VI.‐ CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. La CT‐1 protege del daño renal inducido por I/R y de la inflamación asociada a este 
proceso. 
2. La adición de CT‐1 al líquido de preservación disminuye las alteraciones inducidas 
en el riñón por la preservación en frío. 
3. Cuando  se  trasplantan  riñones  preservados  durante  24  horas  en  líquido  de  la 
Universidad  de Wisconsin  conteniendo  CT‐1,  la  respuesta  inflamatoria  de  estos 
animales es menor que en aquellos en los que se trasplantan riñones preservados 
sin CT‐1. 
4. Cuando  se  trasplantan  riñones  preservados  durante  24  horas  en  líquido  de  la 
Universidad de Wisconsin conteniendo CT‐1, la supervivencia y la función renal de 
estos  animales  son mayores  que  en  aquellos  en  los  que  se  trasplantan  riñones 
preservados sin CT‐1. 
5. El  conjunto  de  estos  resultados  sugiere  que  CT‐1  puede  ser  utilizada  para 
disminuir el daño renal  inducido por  I/R y para mejorar  la función de  los riñones 
preservados cuando se trasplantan. 
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